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Résumeé

Résumeé

Les phanérogames parasites constituent une contrainte majeure pour la production de plusieurs
cultures stratégiques en Algérie et dans les pays du bassin méditerranéen. La lutte biologique
par I'utilisation des rhizobactéries promotrices de la croissance végétale, ou PGPR, peut étre
un outil prometteur pour I’amélioration de la production végétale et la gestion intégrée des
phanérogames parasites des cultures. Dans cette optique, 101 souches rhizobactériennes ont été
isolées d’échantillons de sols rhizosphériques prélevés dans les régions de Zeralda, Fouka et
Tagourait de la wilaya de Tipaza. Un bio-test de laitue (Lactuca sativa L.) mené en deux étapes, a
permis dans la premiére étape de sélectionner 25 souches stimulatrices de la croissance végétale (ou
PGPR). Dans la seconde étape, ce dernier caracteére a été maintenu pour 12 souches. Une évaluation
in vitro de ces dernieres sur le taux et la vitesse de germination et la longueur des radicules des
graines germées de sept plantes cultivées comportant la féve, le pois chiche, le petit pois, le blé,
I’orge, la luzerne et la tomate, a révélé d’une fagon générale un effet accélérateur de la vitesse de
germination et un effet stimulateur de la longueur des radicules des graines germées. Les meilleurs
taux de stimulation ont été obtenus avec les souches FKP424 (427,5% sur féve et 370,5% sur pois
chiche), BRS98 (368,8% sur tomate), BRS895 (276,5% sur luzerne et 89,3% sur orge), et FKF5100
(146,6% sur blé et 129,2% sur petit pois). Par ailleurs, deux des souches les plus performantes,
codées FKS560 et FKF5100, ont été évaluées en pots sur la croissance de la féve, du pois chiche,
du blé et de I’orge. Les deux souches ont été appliquées sous forme de suspensions bactériennes
ou de formulations appelées « pesta ». La formulation de la soucheFKF5100 a causé les meilleurs
taux d’émergence des plantules qui étaient de I’ordre de 95% chez la féve, le pois chiche et I’orgeet
97% chez le blé. La méme souche a donné les meilleurs taux d’accroissement de la longueur des
tiges des especes cultivées testées (82,2% et 94% chez la feve et le pois chiche, respectivement
avec la formulation, et 27,8% et 35,7%, respectivement chez ’orge et le blé avec la suspension
bactérienne). Elle a assuré également les meilleurs taux d’accroissement du poids sec des parties
aériennes des especes cultivées testées avec 100% et 126,4% de stimulation, respectivement sur la
feve et 'orge avec la formulation et 110% et 248,5% sur le pois chiche et le blé, respectivement
avec la suspension. Ces deux souches, en plus de la souche codée BRS983, ont été évaluées pour
leur activité antagoniste a I’égard de I’orobanche (Orobanche crenata Forsk.)et de la cuscute
(Cuscuta campestris Yuncker). La souche FKF5100 a causé les taux de réduction les plus élevés de
la germination des graines de la cuscute (49,9% lors de la confrontation directe et 88,6% lors de la
confrontation indirecte). Elle a donné également les meilleurs taux de réduction de la germination
des graines de 1’orobanche in vitro et de la longueur des tubes germinatifs qui étaient de 1’ordre de
68,3% et 61,3%, respectivement comparativement au témoin non inoculé.

Mots clés : PGPR « Plant Growth Promoting Rhizobacteria », lutte biologique, Orobanche
crenata Forsk,Cuscuta campestrisYuncker, Formulation, Pesta.
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Summary

Parasitic weeds constitute a major constraint for the production of several strategic crops in Algeria
and the Mediterranean countries. Biological control using Plant Growth Promoting rhizobacteria,
PGPR, can be a promising tool for improving crop production and integrated management of
parasitic weeds. To this end, 101 rhizobacterial strains were isolated from rhizosphere soil samples
collected in the regions of Zeralda, Fuka and Tagourait in the wilaya of Tipaza. A bio-test using
pregerminated lettuce (Lactuca sativa L.) seeds was conducted in two steps. In the first step, 25
PGPR strains were obtained, while in the second, 12 strains maintained the plant promoting trait.
An in vitro evaluation of the latter strains on the rate and speed of germination as well as the
radicle length of germinated seeds of seven crops including faba bean, chickpea, peas, wheat,
barley, alfalfa and tomato, showed generally an accelerating effect on the speed of germination
and a stimulatory effect on the length of radicles of germinated seeds. The best stimulation rates
were obtained with strains FKP424 (370.5% and 427.5% on faba bean and chickpea, respectively),
BRS98 (368.8% on tomato), BRS895 (89, 3% and 276.5% on barley and alfalfa, respectively),
and FKF5100 (129.2% and 146.6% on peas and wheat, respectively). Additionally, the two most
promising strains coded FKS560 and FKF5100, were evaluated in pots on the growth of faba bean,
chickpea, wheat and barley. Both strains were applied either as soil drench or as a formulation
called "Pesta". The formulation of strain FKF5100 caused the best seedlings emergence rates that
were 95% for faba bean, chickpea and barley and 97% for wheat. The same strain gave the best
stimulation rates of stem length of the plant species tested (82.2% and 94% for faba bean and
chickpea, respectively with the formulation, and 27.8% and 35.7 %, respectively for barley and
wheat with the bacterial suspension). This bacterium also provided the best stimulation rate of
the dry weight of aerial parts of the cultivated plants tested (100% and 126.4% of stimulation,
respectively for faba bean and barley with the formulation and 110% and 248.5% for chickpea
and wheat, respectively, with soil drenching. These two strains, in addition to the strain coded
BRS983, were evaluated for their antagonistic activity towards crenate broomrape (Orobanche
crenata Forsk.) and field dodder (Cuscuta campestris Yuncker). Strain FKF5100 caused the
highest reduction rate of seed germination of dodder (49.9% in direct confrontation and 88.6% in
the indirect confrontation). It also gave the best reduction rate of seed germination of broomrape
in vitro and germ tube length that were in the range of 68.3% and 61.3%, respectively compared
to non-inoculated control.

Key words: PGPR « Plant Growth Promoting Rhizobacteria », biocontrol, Orobanche crenata
Forsk, Cuscuta campestris Yuncker, Formulation, Pesta.
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INTRODUCTION

INTRODUCTION

La production agricole mondiale a connu une augmentation importante sur les plans
quantitatifs, qualitatifs et diversification des produits, afin de subvenir aux besoins
alimentaires d’une population humaine sans cesse croissante (FAO, 2010). L'intensification
des systémes de production par la mécanisation, I'utilisation des intrants chimiques sous
forme de fertilisants et pesticides et l'utilisation des génotypes performants exigeants
davantage d’intrants, sont a la base de I'amélioration des rendements des cultures.
Néanmoins, les effets négatifs des produits chimiques de synthése sur I'environnement
(Elmholt, 1991), sur la biodiversité ( Giller etal. , 1997) et sur la santé humaine (Huang
etal .,2005) ainsique le développement des résistances chez les agents pathogénes (Ishii,
2006) ont motivé la communauté scientifique a chercher d’autres alternatives aux intrants
chimiques afin d’assurer la durabilité de I'agriculture en augmentant sa rentabilité et en
sauvegardant les ressources naturelles aux générations futures.

La rhizosphére est I'habitat de plusieurs microorganismes qui vivent en interaction avec
la plante et en influengant sa croissance. Certains de ces microorganismes sont délétéres,
d’autres sont bénéfiques telles que les rhizobactéries stimulatrices de la croissance
végétale, communément désignées sous le terme « PGPR » de I'anglais « Plant Growth
Promoting Rhizobacteria ». Ces derniéres ont la faculté de promouvoir la croissance
des plantes leur conférant la résistance aux agents phytopathogénes et différents stress
abiotiques (Welbaum et al ., 2004 ; Compant et al ., 2010). L'effet bénéfique
des PGPR peut étre assuré par des mécanismes directs a travers la stimulation de la
germination des graines, la stimulation de la croissance végétale, I'induction de la résistance
systémique « ISR », ..etc. Les mécanismes indirects des PGPR sont leur pouvoir compétitif a
I'égard des autres communautés microbiennes, la production des sidérophores, I'antibiose,
la production du cyanure d’hydrogéne (HCN) et les composés volatiles.

Les PGPR sonttrés intéressantes pour I'application en agriculture comme biofertilisants
et biopesticides et en phytoremédiation (Berg, 2009). La mise au point des formulations des
PGPR est trés importante afin d’augmenter leur efficacité d’utilisation(Zahir etal ., 2004 ).
Le biocontrdle est une alternative trés importante a I'utilisation des pesticides et un moyen
efficace pour la lutte contre les ravageurs des cultures, les phytopathogénes et les plantes
adventices(Peshin et Dhawan, 2009).

Parmi les bioagresseurs les plus redoutables des cultures en Algérie, figurent
'orobanche spécieuse (Orobanche crenata Forsk.) et la cuscute champétre (Cuscuta
campestris Yuncker) (Zermane, 1998). Le biocontrble de ces phanérogames parasites en
utilisant des PGPR peut constituer un moyen de lutte prometteur.

Dans cette optique nous avons réalisé cette recherche dont les objectifs sont :

L’isolement et la sélection de souches rhizobactériennes stimulatrices de la
croissance végétale ou PGPR.

L’évaluation des souches PGPR in vitro sur la germination des graines de certaines
espéces parmi les principales plantes cultivées en Algérie.

L’évaluation des souches les plus prometteuses en pots sur la croissance de
certaines plantes cultivées utilisant différents modes d’application.
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L’évaluation du pouvoir antagoniste des souches les plus prometteuses a I'égard
des deux adventices parasites : Orobanche crenata Forsk. et Cuscuta campestris
Yuncker.

Pour répondre a ces objectifs, le présent travail s’articule autour de trois chapitres. Le
premier chapitre présente une synthése bibliographique sur les travaux portant sur les
PGPR et leur utilisation comme biofertilisants et bioherbicides. Le second chapitre concerne
la méthodologie utilisée pour répondre aux objectifs de cette recherche. Le troisieme
chapitre présente les résultats obtenus et enfin une conclusion générale brossera les
grandes lignes de ce travail.
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DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

1. Généralités sur la rhizospheére

La rhizosphére telle qu’elle a été définie par Hiltner (1904), est le volume du sol qui
entoure les racines et dans lequel la microfaune est influencée par ces derniéres. C'est un
microécosystéme abritant les microorganismes qui sont constitués principalement d'algues
microscopiques, de protozoa, de champignons et de bactéries ; certains groupes sont
phytopathogénes d’autres sont bénéfiques a la plante ( Raaijmakers, 2009).Cette partie du
sol est le siége des interactions mutuelles entre le sol, ses microorganismes et la plante.

L'activité des microorganismes dans le sol est intense dans la rhizosphére car,
généralement, ils dépendent des substances libérées par les racines des plantes du
fait que la plupart de ces microorganismes sont hétérotrophes au carbone et a I'azote
(Scurkson et al ., 2002). Ces substances, ou encore appelées exsudats racinaires
(Hawes, 1998),représentent dans la rhizosphére la grande partie de la matiére organique
soluble dans I'eau (sucres, acides organiques, acides aminés) ou insoluble dans I'eau telle
que les parois cellulaires et certains résidus du métabolisme. C’est une source importante
de la nutrition des microorganismes qui colonisent la rhizosphére (Cheng etal. , 1994).
D’autre part, les exsudats racinaires peuvent influencer les multiples interactions qui existent
entre les microorganismes bénéfiques, ceux qui sont phytopathogénes et la plante entant
qu’une entité a part (Picard etal ., 2000 ; Hirsch etal ., 2003).

Les différents processus vitaux des microorganismes du sol peuvent étres des étapes
trés importantes dans les phénoménes d’assimilation par les plantes des macroéléments
tels que I'azote (N), le phosphore (P) et le potassium (k), ou les microéléments notamment
le fer (Fe) et le zinc (Zn) (Darrah, 1993 ; Bonkowski et al ., 2001).En plus des
relations trophiques, les microorganismes peuvent étre impliqués dans la défense des
plantes par la libération dans la rhizosphére de substances toxiques aux agents telluriques
phytopathogénes (Bais et al. , 2004).

2. Les bactéries rhizosphériques ou les rhizobactéries

En générale, les bactéries sont des microorganismes (1-5 pm) a reproduction trés rapide et

se présentent dans le sol a des concentrations allant de 106 a 109 cfu g'1 de sol (Molope
et al ., 1987). Elles présentent une variabilité quant a leur pouvoir de décomposer
une large gamme de matériaux dans le sol sous des conditions diverses. C’est ainsi que
Pseudomonassp.peut métaboliser certains composants chimiques des pesticides. Le genre
Rhizobium fixe le nitrogéne aux nodules des Iégumineuses (Wood et Newcomb, 1989).
Les rhizobactéries représentent le groupe le plus important des microorganismes de la
rhizosphére, ce sont les bactéries qui se trouvent sur la surface des racines (rhizoplan) ou
dans le sol rhizosphérique (Li et Kremer, 2000).
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3. Rhizobactéries stimulatrices de la croissance
végétale

D’aprés Kloepper etal. (1989), les rhizobactéries stimulatrices de la croissance végétale
ou en anglais (Plant Growth Promoting Rhizobacteria, PGPR) sont des rhizobactéries
bénéfiques pour les plantes. Elles doivent étres compétitives aux autres communautés
microbiennes rhizosphériques (Antoun et Prévost, 2005). Ce sont des rhizobactéries
libres dans la rhizosphére dotées de potentialités bénéfiques trés importantes pour
I'agriculture (Babalola, 2010 b).

Les PGPR offrent des applications intéressantes en agriculture comme la biofertilisation
et la lutte biologique par les biopesticides ainsi que des applications en phytoremédiation
(Tableau 1) et d’autres applications environnementales telles que I'amélioration du
reboisement des sols stériles ou chimiquement pollués (Bashan et Holguin, 2002 ;
Lugtenberg et Kamilova, 2009 ; Weyens et al ., 2009).Leurs effets positifs sur la plante
se réalisent par des mécanismes d’actions directs ou indirects ( Beauchamp, 1993 ; Glick,
1995).Somers et al. (2004) classent les PGPR selon leurs activités en biofertilisants
(améliorent la disponibilité des nutriments aux plantes), phytostimulateurs (promotion de
la croissance par la production des phytohormones), rhizoremédiateurs (dégradent les
polluants organiques) et en biopesticides (biocontrole des agents phytopathogénes).

Termes D finitions lé canismes Refe rences
Une substance comtenat des microorganismes, | - Fiotion biologique de amote. Vessey (20037, Somers
quand elle est appliquée 3 la semence, la anface et al. (20047, Fuertes-Ramires

de la plante ou @ sal, elle colomise la et Caballero-Mellads (200&).
Bicfartilisart | yhimosphére ou endosplére et stinple la| - Sobdbilisstics du phosphore meobihle.
crofssance wézétale par Damélioration de la
matrtionn ou la dispondalité des nutrimernts
essentiels 4 la plate.

Microorzarisme arart la faculte de produire ou | - Production des phytohonmomnes [awmiines, | Lugtenberg ot &l (2002);
changer la concerfration des régulatenrs de | cytokiines et glhbérellines) Somers st 2l (2004,
Flytostirmlateur | cyodssance tels que acide indale acétique 414, | - Réduction de la concentration d%éthyline
Tacide @bbérelliques, les cytokinmes, et | (2 'ndénenr de la plate)

L'ethyléne.

- Production des antihistiques (s1dérophores,
Microorzanisme améliorant la cwoissance des | HCH, métaboltes artifhngiques) Vessey [2003); Somers eral
plartes par le  combrdle  des  agents | - Production des ensymies qu dégradent les | (2004); Chandler ot 21, (2002,
phytopatogénes,  prowcipalemsdt par la| parois celhilaives des champiznons.
production des antibiotiques et des métabolites | - Compéttivdé i DUencortre des agents
antifongiques. phytopathogénes, principalement par la
producticsn  des  anthictiques et des
métabolites ardifbnziques.

- Résistance srsténuque acqaise et induite.

Biopestinide

Tableau 1: Termes adoptés pour classer les mécanismes
par lesquels les PGPR stimulent la croissance des plantes.

Source : Martinez-Viveros et al. (2010)3.1. Effets des PGPR

3.1. Effets des PGPR

14

3.1.1. Effets directs des PGPR

Parmi les effets bénéfiques des PGPR sur les plantes figurent la stimulation de la
germination des graines et du développement végétal ainsi que 'amélioration de I'obtention
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des éléments minéraux et I'utilisation de I'eau. Ces effets se traduisent généralement par
une phytostimulation (Jacoud et al ., 1999 ; Dobbelaere etal .,2002; Khalid etal.
, 2004).Un autre aspect de I'effet direct des rhizobactéries est I'induction de la résistance
de la plante a divers agents de stress biotiques tels que les bactéries, les champignons
et les nématodes phytopathogénes, ainsi qu’aux agents de stress abiotiques tels que la
sécheresse, le froid, la salinité et les polluants (herbicides) (Sturz et al., 2000 ; Walsh
et al .,2003 ; Kohler etal .,2009 ; Ahemad et khan, 2010).

Stimulation de la germination des graines

Les PGPR peuvent étre utilisées comme biofertilisants efficaces pour 'amélioration des
rendements des cultures (Biswas etal ., 2000 ; Asghar etal ., 2002 ; Bashan et
al. , 2004) en améliorant les parameétres de rendement notamment le taux de germination
des semences tel qu’il a été démontré chez des souches d’Azospirillum, Pseudomonas et
Azotobacter (Shaukat et al ., 2006). D'apresGholami et al . ( 2009), des souches
dePseudomonas stimulent la germination de la semence du mais cultivé dans des sols
stérilisés ou non stérilisés sous serre et en plein champ.

L'effet bénéfique des PGPR sur la germination des semences est aussi remarquable
par leur pouvoir de coloniser la rhizosphére contre d’autres bactéries inhibitrices de
la germination appelées rhizobactéries délétéres (DRB) qui sont des saprophytes non
pathogénes (Alstrom, 1991).

Stimulation de la croissance végétale

Les PGPR peuvent stimuler la croissance végétale par le biais de la production de
signaux chimiques ou de phytohormones telles que les auxines, cytokinines et gibbérellines
(Lambrecht etal ., 2000 ; Shishido et al ., 1996) ;comme elles peuvent détecter une
phytohormone exsudée par la plante et produire son homologue (Barazani et Friedman,
2001). Cette stimulation touche la plante entiére ou parfois les racines uniquement en
produisant de nouvelles racines qui représentent un accés trés facile des nutriments
a la plante, et par conséquence I'amélioration de sa nutrition (Yang et Crowley,
2000).L’architecture des racines peut étre influencée par l'effet des PGPR. Ainsi, ces
derniéres peuvent induire une ramification trés prononcée des racines leur permettant de
prospecter un volume du sol plus important et par conséquent assurer une meilleure nutrition
ala plante (Rolfe etal. ,1997).En générale, les PGPR peuvent améliorer I'acquisition des
éléments nutritifs majeurs (N, P, K) par la plante (Wu et al ., 2005 ; Shaharoona et al
., 2007), I'assimilation et la solubilisation du phosphate inorganique et I'absorption du Nikel
(Ni) (Zaidiet al. , 2006 ; Khan etal .,2009).

Induction de la résistance systémique

Généralement, les plantes reconnaissent les agents pathogénes par des mécanismes
de réponses induits, qui permettent de déclencher immédiatement leurs mécanismes de
résistance aprés le premier contact avec des molécules étrangéres et sont renforcés
par l'interaction prolongée avec les agents pathogénes (Gohre et Robatzek, 2008).
Certaines PGPR peuvent stimuler ces mécanismes et aménent la plante toute entiére a
un état de résistance appelée la résistance systémique induite, RSI (Induced Systemic
Resistance, ISR) (Pieterse etal ., 1996 ; Van Loon et al ., 1998 ). Par opposition, la
résistance systémique acquise, RSA (Systemic Acquired Resistance, SAR) est induite par
les pathogénes (Ryals et al ., 1997).

L'implication des PGPR dans la résistance systémique induite a été démontrée chez
plusieurs plantes contre plusieurs agents pathogénes (Van Loon et al ., 1998 ; Trotel-
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Aziz etal .,2006; Meziane etal .,2005 ; EImer et Reglinski, 2006).Elle est I'équivalent
de 'immunité chez les animaux, donc elle permet de reconnaitre les agents pathogénes
potentiels et induire des réponses qui les arrétent ou ralentissent (Jones et Dangl, 2006).
D’aprés Magnin-Robert etal . (2007) I'induction de la résistance systémique semble 'une
des alternatives a l'utilisation des fongicides chimiques.

Effets indirects des PGPR sur les plantes

Certains travaux ont indiqué que Pseudomonas putida assure deux effets bénéfiques,
la stimulation de la croissance végétale et l'inhibition de la croissance de Fusarium
oxysporumf.sp. melonis, agent causal de la flétrissure fusarienne chez le melon cantaloupe
(Aalten etal ., 1998 ; Bora etal .,2004).

L'utilisation des rhizobactéries comme antagonistes de certains agents pathogénes
telluriques a été démontrée par des travaux sur les sols suppressifs (Keel etal., 1996 ),qui
se caractérisent par un trés faible indice d’infection ou I'absence totale de la maladie, malgré
la présence du pathogéne et 'héte susceptible (Weller etal., 2002) .

Selon Cook et al . (1995) et Gupta et al . (2000),les rhizobactéries
réduisent largement les maladies a origine tellurique. C’est ainsi que plusieurs souches de
Pseudomonas ont été sélectionnées pour leur pouvoir antagoniste a I'égard d’'une large
gamme de maladies bactériennes, fongiques et virales (Ramamoorthy et al ., 2001 ;
Saravanakumar et al ., 2009). Les travaux de Zermane et al .(2007) ont abouti ala
sélection de rhizobactéries PGPR efficaces dans la stimulation de la croissance de la feve
et le biocontréle de I'orobanche (Orobanche crenata Forsk.), une phanérogame parasite
trés nuisible aux légumineuses alimentaires, la féve (Vicia faba L.) en particulier.

L'effet bénéfique des PGPR par l'antagonisme est généralement la résultante de
plusieurs interactions complexes entre la plante hote, 'agent pathogéne et les rhizobactéries
qui peuvent étre sous forme de compétitions trophiques, de production de sidérophores,
d’antibiotiques, de cyanure d’hydrogéne (HCN) et de composés volatiles (Benizri et al .,
2001 ; Perez etal. ,2002).

3.2.1 Compétition

En plus du fait que les PGPR soient compétitives aux autres populations microbiennes
rhizosphériques, elles sont capables de coloniser le maximum d’espace dans la rhizosphére
et d’exploiter ses ressources nutritionnelles et ainsi, participer a la réduction des
phytopathogeénes telluriques par compétition (Lemanceau, 1992 ; Lucy et al ., 2004
).La compétitivité des PGPR est largement plus supérieure quand elles ont des capacités
spécifiques d’assimiler certains nutriments ou bloquer leur assimilation par les autres
microorganismes ( Kempf et Wolf, 1989 ).A titre d’exemple, certaines souches de
Streptomycetes et Actinomycétales arrivent a coloniser la rhizosphére par la séquestration
du fer (Tokala et al ., 2002),d’autres souches peuvent synthétiser des enzymes
extracellulaires permettant d’utiliser des composées organiques comme source d’énergie
ou a dégrader les phytotoxines (Mccarthy et Williams, 1992) . En effet, des tests de
compétitivité doivent étre pris en considération lors de la sélection des souches de PGPR,
afin de sélectionner celles ayant un pouvoir important de colonisation de la rhizosphére et/
ou le rhizoplan des plantes inoculées (Whipps, 2001).

3.2.2 Sidérophores
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Les PGPR, notamment du genre Pseudomonas, sont connues pour leur faculté de produire
des sidérophores dans le milieu (Cattelan et al ., 1999 ; Vasileva et llieva, 2007 ;
Wani etal ., 2008). Ce sont des substances chélatrices du fer, avec une grande affinité

. +++ T . T .

au fer ferrique (Fe ). Elles améliorent sa disponibilité a leur profit en cas de carence
du sol et rendent difficile son assimilation aux autres populations microbiennes déficientes
en cet élément. Ce phénoméne est un aspect de compétition qui participe efficacement
a l'antagonisme contre les agents phytopathogénes en réduisant leurs effectifs dans le
sol (Hultberg et al ., 2000).En outre, la plante peut facilement assimiler les complexes
de sidérophores et ainsi promouvoir sa croissance (Bienfait, 1989 ; Crowley et al. ,
1988 ; Bar-Ness et al ., 1991 ;Budzikiewicz, 2004). Les sidérophores peuvent fixer
aussi d’autres métaux dans le sol tels que le magnesium, le manganése et le chromium
(Birch et Bachofen, 1990). D’aprés d’autres études, les PGPR peuvent extraire le fer des
sidérophores formés par d’autres microorganismes (Lodewyckx etal., 2002).

3.2.3 Antibiose

Les microorganismes telluriques produisent les antibiotiques qui sont des facteurs
déterminants pour la vie dans un environnement aussi compétitif que la rhizosphére
(Mazzola et al ., 1992). La production des antibiotiques est un critére trés important de
compétitivité des microorganismes aux autres populations microbiennes (Compant etal .,
2005).C’est un critére de performance pour la promotion indirecte de la croissance végétale.
Il consiste a contrecarrer les agents phytopatogenes d’origine tellurique (Maurhofer et
al ., 1992).Une gamme trés large d'antibiotiques produite par les PGPR a été découverte,
entre autres celles produites par le genre Pseudomonastelles que I'amphisine, le 2,4-
diacetylphloroglucinol (DAPG), le cyanure d’hydrogéne, 'oomycine A, le phénazine, le
pyoluteorine, le pyrrolnitrine, la tensine, la tropolone, et les lipopeptides cycliques ( Duffy
et Defago, 1999 ; Chin-A-Woeng et al ., 2003 ; De Souza etal., 2003 ; Nielsen
et Sorensen, 2003).

La sélection des souches rhizobactériennes performantes pour la production des
antibiotiques doit prendre en considération l'influence du stade de développement de la
plante a inoculer et les conditions environnementales de sa rhizosphére. Il est recommandé
donc d'utiliser une gamme de souches sélectionnées pour des conditions différentes afin
d’augmenter l'efficacité de la lutte contre plusieurs agents phytopathogénes dans des
conditions rhizosphériques variables (Picard et al., 2000 ; Haas et Keel, 2003 ; Duffy
etal., 2004 ; Petterson et Baath, 2004).

3.2.4 Production du cyanure d’hydrogéene (HCN)

Le cyanure d’hydrogéne (HCN) est un métabolite secondaire qui fait partie des cyanides.
Il peut étre produit directement de la glycine ou des glycosides cyanogénes ( Bakker et
Schippers, 1987).La glycine est un acide aminé considéré comme le meilleur précurseur
de la production des cyanides chez les microorganismes (Askeland et Morrison,
1983). Le HCN produit par les PGPR assure un réle bénéfique pour la plante par
son effet antagoniste contre les maladies des racines (Defago et Haas , 1990).
Cette production est largement variable selon les conditions environnementales dans
lesquelles les rhizobactéries évoluent, notamment la composition des acides aminés dans la
rhizosphére et les exsudats racinaires, les pratiques culturales, la disponibilité du fer ferrique
dans le sol et la présence des sidérophores (Knowles et Bunch, 1986). Les travaux de
Voisard etal. (1989) ont démontré I'efficacité des cyanides produits par des souches de
Pseudomonas fluorescensdans la suppression des agents telluriques phytopathogénes.
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3.2.5 Composés volatiles

Les rhizobactéries peuvent produire des substances organiques volatiles qui inhibent la
croissance des agents phytopathogénes telluriques tels que les champignons(Alstrom,
2001; Wheatley, 2002). Parmi ces composés organiques volatiles figurent des terpenoides,
des phenylpropanoides et des dérivés des acides gras (Scholler etal ., 2002 ; Piechulla
et Pott, 2003). Selon Ping et Boland (2004), certains de ces composés volatiles
sont impliqués dans I'induction de la résistance systémique induite des plantes. D’autres,
découverts chez Arabidopsis thaliana peuvent stimuler a la fois la croissance et la résistance
systémique induite (Ryu etal .,2004). Montealegre etal. (2003)ontdémontré I'efficacité
des métabolites volatiles produits par des rhizobactéries a 'égard de Rhizoctonia solani.

3.3 Formulation
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L'application de I'agent antagoniste en agriculture dans des conditions naturelles qui sont
parfois hostiles a son activité, nécessite une optimisation avant I'utilisation, ce qu’on appelle
une formulation. En général, c’est une préparation qui contient I'élément actif (dans ce
cas le microorganisme ou ses spores),la substance support inerte et les adjuvants qui
sont des substances nutritives et /ou chimiques qui protégent I'élément actif contre les
facteurs environnementaux (Hynes et Boyetchko, 2006). D’autres substances sont
recommandées pour améliorer I'effet de la formulation telle que la chitine (Bharathi et al
., 2004 ; Gerding-Gonzalez etal ., 2007).

Certains microorganismes s’adaptent bien avec la formulation et son application. Ainsi,
a titre d’exemple, les bacilles supportent mieux les conditions environnementales que les
autres bactéries par leur pouvoir de former des endospores (Raaijmakers et al., 2002 ;
Cavaglieri etal., 2005). La formulation doit étre bien congue compte tenu du temps et de
I'espace de son utilisation qui sont en fonction de I'agent de biocontrble, le pathosystéme
et l'itinéraire technique de la culture (Fravel, 2005).

Certaines formulations ont été congues pour répondre a plusieurs objectifs d’application
avec une combinaison entre plusieurs agents actifs de la méme nature ou de natures
différentes. Celle-ci donne généralement de bons résultats sur des plantes cultivées sous
serre et en plein champ face aux variables conditions ( Raupach et Kloepper, 1998 ;
Guetsky et al ., 2002 ; Senthilraja et al ., 2010).Alors que d’autres formulations
plus récentes sont efficaces et répondent a plusieurs objectifs en contenant un seul agent
actif (Qingyun et al ., 2011).

Les formulations des PGPR peuvent étre sous forme de poudre séche a base de talc,
ou de tourbe (Okon et Labandera-Gonza’lez, 1994; Kishore et al .,2005),0u deKaolin
(argile) (Hynes et Boyetchko , 2006), appliquées sur les feuilles (Marrone, 1999) ;comme
elles peuvent étre sous forme liquide (Vendan et Thangaraju, 2006) qui se caractérise par
une durée de vie relativement longue, de plus d’'une année (Vendan et Thangaraju, 2007 ;
Kolombet et al ., 2008) . Elles ne développent pas de contaminations et offrent plus de
protection contre les stress et plus d’efficacité d’application en plein champ (Hegde, 2002 ;
Vendan et Thangaraju, 2006) telle que la possibilité d’application en systéme d’irrigation.

Actuellement, on utilise 'encapsulation qui permet de protéger I'agent actif des facteurs
environnementaux assurant ainsi une durée d’action plus prolongée par une libération
progressive de la matiere active (Martinez-Viveros et al ., 2010) ; ceci est d’'autant
plus maitrisé par la technologie de la nanoformulation (Perez-de-Luque et Rubiales ,
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2009). Les travaux de Remya et al . (2010) ont abouti a I'innovation d’'un nanoherbicide
efficace dans le but de réduire la phytotoxicité des plantes cultivées.

3.3.1 Utilisation des PGPR en formulation de biofertilisants

Certaines souches de PGPR ont été exploitées a une échelle commerciale comme des
inoculums destinés a I'application en agriculture en tant que biofertilisants. Néanmoins,
I'étude de leurs effets sur la structure des communautés microbiennes de la rhizosphére
demeure en cours d’investigation (Deacon, 1991). Pseudomonas fluorescens est la
premiére PGPR a avoir fait I'objet de formulation a base de talc et a étre utilisée comme
un biofertilisateur sur la semence de la pomme de terre dans l'objectif de promouvoir
la croissance (Kloepper et Schroth, 1981). Plusieurs recherches ont confirmé les
potentialités des PGPR entant que biofertiliseurs de plusieurs cultivars stratégiques en plein
champ (Baldani et al ., 2000 ; Kennedy et Islam, 2001 ; Islam et al ., 2009).Le
groupe diazotrophique des PGPR permet la fixation de I'azote atmosphérique a I'instar de la
relation symbiotique des légumineuses (Choudhury et Kennedy , 2004). En générale,les
souches de Pseudomonas fluorescens offrent le plus de potentialités d'utilisation comme
biofertilisants et biopesticides (Dubeikovsky etal .,1993 ; Raupach et Kloepper, 1998).

3.3.2 Utilisation des PGPR en formulation de biopesticides

Un biopesticide est définit comme etant un produit qui contient un microorganisme ou un
de ses produits naturels capables de lutter contre les phytopathogénes (Thakore, 2006).
Pendant ces derriéres années, l'industrie des biopesticides a connu une nette progression,
au moment ou l'utilisation des pesticides a régressé (Bailey et al ., 2010).

Selon Cook (1993), l'inoculation des plantes au niveau de la rhizosphére par les
microorganismes ayant un effet d’antagonisme contre les agents pathogénes et un pouvoir
de coloniser la rhizosphére est un moyen efficace de biocontrole. A cette fin, plusieurs
formulations de PGPR ont été développées dont la premiére est la bioformulation a base de
talc de la souche Pf1 de Pseudomonas fluorescens, utilisée contre la pourriture des racines
du pois chiche (Vidhyasekaran et Muthamilan, 1995).

Malgré les effets bénéfiques des biopesticides, ils présentent, néanmoins, certains
inconvénients. Ainsi, ils sont parfois moins efficaces que les pesticides chimiques
(Shishkoff et Mc Grath, 2002) étant tributaires des conditions du milieu (température, sol,
humidité, plante héte, pH, etc...) (Larkin et Fravel, 2002 ; Mendoza etal., 2003).La
sélection des agents antagonistes est longue et colteuse (Fravel, 2005 ). L'obtention des
formulations est difficile pour les agents sporulants ou non sporulants (Hjeljord et al .,
2000; Collins et Jacobsen, 2003). Campbell (1994), suggére que I'utilisation des agents
des biopesticides peut ne pas étre aussi efficace que les autres méthodes de lutte, mais
généralement elle est a encourager pour des raisons environnementales.

4. Les phanérogames parasites

Les phanérogames parasites (du grec phaneros “visible” et gamos “mariage”), comprennent
plus de 4000 espéces classées en 17 familles dont 8 seulement comportent des espéces
ayant un impact économique (Press et Phoenix, 2005) . Actuellement, 1% des
angiospermes sont des plantes parasites (Keyes etal .,2001 ; Westwood etal. , 2010).
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Les espéces qui causent le plus de dégats sur les cultures sont toutes des dicotylédones
et appartiennent a 5 familles (Tab. 2).

Tableau 2 : Les familles de phanérogames parasites ayant un impact économique dans le monde.

Famille Genre Nom commun Nom commun francgais
anglais

Cuscutaceae Cuscuta Dodder Cuscute
Loranthaceae/Viscaceae Loranthus Mistletoe Gui

Arceuthobium Mistletoe Gui

Viscum Mistletoe Gui
Orobanchaceae Orobanche Broomrape Orobanche

Aeginetia Broomrape Orobanche
Schrophulariaceae Striga Witchweed Striga

Alectra Witchweed Striga

Source : Sauerborn (1991)

D’aprés Joel (2009), les genres les plus connus de la famille d’Orobanchaceae sont
Striga, Orobanche et Phelipanche, ce dernier anciennement classé avec Orobanche. Une
caractéristique importante rencontrée chez les plantes parasites est I'haustorium ou le
sucoir, une structure assurant I'encrage dans la plante héte et la conduction des substances
nutritives de I'hbte vers le parasite. On estime que 80 % des plantes parasites sont des
hémiparasites donc des plantes chlorophylliennes qui ne sont tributaires de leurs hétes
que pour leur alimentation en eau et sels minéraux (exemple du gui). Les holoparasites,
par contre, dépendent entierement de leurs hétes pour leur alimentation en eau, en sels
minéraux et en substances carbonées (exp. orobanches et cuscutes). Quand les plantes
parasites sontimplantées sur la racine de leurs hotes elles sont dites épirhizes,alors qu’elles
sont épiphytesquand elles s’implantent sur la partie aérienne des plantes parasitées (Emile
et Michel, 2004).

Selon Zimdahl (1999), les phanérogames parasites occasionnent des pertes
économiques trés importantes particulierement dans les pays en voie de
développement.D’aprés les travaux de Zermane (1998), la flore de phanérogames
parasites en Algérie compte 67 especes appartenant a 7 familles et 13 genres. A c6té de
cette richesse floristique, certaines espéces sont endémiques dont 'aire de distribution se
limite a ’Algérie ou a certains pays de I’Afrique du nord. Les espéces les plus redoutables
pour I'agriculture appartiennent aux genres Orobanche et Cuscuta .

4.1 Le genre Orobanche
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Les plantes parasites du genre Orobanche se trouvent dans tous les continents et
sous différents climats mais entant qu’adventices elles sont fréquentesdans la région
méditerranéenne, I'Asie et I'Europe de I'ouest ainsi qu’en Afrique (Parker, 2009).Toutes les
especes de ce genre sont non-photosynthétiques, holoparasites obligatoires, et causent
des dégats importants sur plusieurs cultures telles que la tomate, la féve, le tournesol(Kubo
et al ., 2009). Ce genre englobe 150 espéeces rhizophytes holoparasites. Son centre de
diversification est le bassin méditerranéen (Barker et al .,1996) .

La germination des graines de I'orobanche nécessitent la présence d’'un stimulateur
exsudé en trés petites quantités par la plante héte. Plusieurs composants chimiques ont
été identifiés mais le plus étudié est le strigolactone (Matusova , 2005 ; Lopez-Raez ,
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2008).C’est un terpéne lactone dont le rdle en stimulation de la germination a été prouvé au
début sur le Striga (Bouwmeester, 2005 ; Yoneyama et al ., 2009).

Le genre Orobanche a été caractérisé anatomiquement, physiologiquement et
écologiquement. Actuellement, il fait lI'objet de plusieurs études de séquencgage
transcriptomique et de génomique (Westwood et al ., 2010). Il a été estimé que le
genre Orobanche menace 16 millions d’hectares dans la région méditerranéenne et I'ouest
del’Asie (Sauerborn, 1991) et son impact négatif sur I'agriculture est toujours en pleine
extension (Parker, 2009). Néanmoins, les pertes de rendements sont difficiles a estimer
parce que généralement les agriculteurs abandonnent les cultures affectées dans les
champs hautement infestées (Westwood et al ., 1998 ; Griffitts et al ., 2004).

La région de I'Afrique du nord estgravement infestée par I'orobanche. En Tunisie, des
pertes importantes dans certaines cultures sont causées essentiellement par deux espéces
(O. foetida et O. crenata) (Zermane et al ., 2002 ; Abbes et al ., 2006, 2007).Alors
gu’au Maroc, des prospections ont permis d'identifier O. crenata Forsk., O. ramosa L. /
O. aegyptiaca Pers. et O. foetida Poir. comme principales espéces problématiques des
cultures. La premiére espece reste la plus dévastatrice des légumineuses alimentaires
(feve, lentille, petit pois et pois-chiche) et la carotte. Un taux d’infestation moyen de 69,2
% a été enregistré sur la féeve, correspondant a une perte moyenne de rendement de la
feve de 37,4% qui est I'équivalent d’'une perte monétaire de I'ordre de 33,5 millions de
dollars/an (Saffour, 2003). En Algérie, ce genre englobe 32 espéces reparties sur tout
le territoire algérien mais d’une fagon hétérogéne. La principale plante parasite de ce
genre est O. crenata (Zermane, 1998).D’aprés les agriculteurs, I'orobanche représente
un obstacle majeur pourplusieurs spéculations conduites sous abri ou en plein champ, a
cause des pertes qu’il peut engendrer sur les cultivars utilisés et les populations locales
trés anciennement cultivées. En effet, c’est undanger économique effectif sur leurs revenus,
ainsi qu’'une menace des ressources phytogénétiques qu’ils détiennent.

4.1.1 Orobanche crenata Forsk

Cette espéce est connue depuis longtemps comme une plante parasite des légumineuses.
Ces derniéres années elle cause des dégats trés importants sur la culture de féve (Vicia
faba L.), de petit pois (Pisum sativum L.), de lentille (Lens culinaris Medik.), de vesce (Vicia
spp.), (Lathyrus spp.) et d’autres légumineuses alimentaires et fourragéres dans le bassin
méditerranéen et le moyen orient (Rubiales et al ., 2009).

En Algérie, cette espéce s’attaque aussi bien aux plantes cultivées qu’aux adventices
et aux plantes ornementales (Zermane, 1998). Une étude phytosociologique a démontré
la présence d’une affinité phytosociologique entrecette plante parasite et certaines plantes
spontanées dans les champs de cultures de la féve dans I'est d’Alger (Ouallah et al
., 2009).Actuellement, des investigations sur les possibilités d’exploitation de ces affinités
phytosociologiques dans la finalité d’obtention des produits a effets biopesticides sont en
cours (Zermane, 2010. communication personnelle).

4.2 Le genre Cuscuta

Le genre Cuscuta est le seul groupe de plantes parasites de la famille des Convolvulaceae
(Yuncker, 1932) et I'un des genres les plus connus des plantes parasites (Kuijt, 1969 in
Meulbrouck et al . 2009) englobant entre 165 et 175 espéces épiphytes holoparasites
obligatoires dotées d’une tige fine entourant I'héte (Stefanovic etal ., 2003).1l est présent
a travers le monde entier (Holm et al. , 1997) sous plusieurs climats, avec la faculté
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de parasiter des plantes de différents types allant des herbes jusqu’aux arbres (Robert,
2002). Les plantes de ce genre contiennent peu de chlorophylle, la photosynthése est trés
faible chez la majorité des espéces ( Pattee etal. , 1965 ; Sherman etal. , 1999 ;
Van der Kooij et al ., 2000 ).Les cuscutes peuvent causer une destruction totale des
cultures affectées(Agrios, 1997) et sont considérées comme plantes de quarantaine dans
le commerce international des semences (Knepper et al. , 1990).D’autre part, certaines
espéces sont connues pour leurs utilisations médicinales (Cuscuta reflexaRoxb,Cuscuta
chinensisLam.) (Khan etal ., 2010).

Le genre Cuscuta se caractérise par un nombre trés élevé de graines produites par
plant, capables de garder leur pouvoir germinatif pendant au moins dix ans dans les champs
infestés (Sandler et Ghantous, 2007).Bien que la cuscute soit une plante annuelle, son
haustorium peut passer tout I'hiver en état de dormance sur la plante hote pour assurer au
printemps une autre progéniture du parasite sans le recours a la formation des graines (
Meulebrouck etal .,2009).Ces deux formes de multiplication augmentent la probabilité de
reproduction du parasite, en dépit parfois des conditions défavorables, et ainsi augmentent
les chances d’infestation des plantes cultivées par cette plante parasite. La germination
des graines se fait indépendamment de la plante héte, puis les tiges émergées font des
mouvements de rotation ou « circumnutation » en cherchant I'héte convenable (Sandler
et al ., 1997). Dans les conditions favorables, la fine tige de la cuscute s’enroule sur
I'héte et & chaque point de contact développe un haustorium (Vaughn, 2002).Des composés
organiques volatiles de I'hnéte sont impliqués dans sa détection par la cuscute (Runyon,
2006 ; Unsicker etal ., 2009), quant al'infection de I'héte par la cuscute, elle est codée
par des génes (Albert etal .,2006 ; Dong-Mei etal. ,2009).Dés que I'haustorium atteint
le systéme vasculaire de 'héte il commence a sucer I'eau, les photosynthétats, et les ions
minéraux (Birschwilks et al ., 2006)et tous types de substances y compris les virus, les
phytoplasmes, les métabolites secondaires et les acides ribonucléiques (Malik et Singh,
1979 ; David-Schwartz et al ., 2008). Pour cela, la cuscute est dotée de mécanismes
de régulations physiologiques d’homéostasie cellulaire et de détoxification (Vurro et al .,
2010).

L'haustorium a l'intérieur de I'héte est capable de regénérer de nouvelles tiges vers
I'extérieur, ce qui lui confére la possibilité de surmonter la lutte mécanique de suppressions
des tiges (Truscott, 1958).La disséminationdesgraines de cuscute peut facilement se faire
par les pratiques culturales ( Bunch etal ., 1959).

Selon Lanini et Kogan (2005),la répartition du genre Cuscuta dans le monde entier
(Tab. 3) et le pouvoir de ses espéces de s’attaquer a une gamme d’héte trés large,font
gu’elles soient parmi les parasites les plus dévastatrices dans le monde.

Source : Lanini et Kogan (2005)

D’aprés Zermane (1998), douze espéces du genre Cuscuta sont signalées en Algérie,
six d’entre elles sont endémiques, les autres sont introduites. En terme d’incidence
économique, deux espéces sont importantes : C. epithymum et C. campestris. Cette
derniére espéce a été introduite de 'Amérique du Nord vers la fin des années 60, elle
s’adapte trés bien avec les conditions climatiques de tout le nord algérien et parasite
plus d’une vingtaine de familles botaniques particulierement les Asteracées, Fabacées,
Solanacées et Apiacées. Elle s’attaque principalement aux cultures maraichéres : tomate,
piment, poivron, ail, oignon...etc.
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Saghir (1994) signale que plus de 20% de la superficie cultivées en arbres fruitiers,
tomate, pomme de terre, ail, oignon, laitue et fourrage sont infestées par C. campestrisen
Algérie.

4.3. Biocontrole des phanérogames parasites

En général, le biocontrble des adventices consiste a réduire leurs effectifs dans une culture
ou réduire leur compétitivité a I'espéce cultivée en utilisant des organismes vivants. C'est
une méthode de lutte sélective, relativement moins colteuse, bénéfique aux équilibres des
agroécosystemes et son application sur les cultures, sous forme de bioherbicides, est facile
et mécanisable en utilisant les mémes moyens des herbicides chimiques (Radosevich etal
., 2007 ; Driesche etal .,2008; Muniappan etal .,2009 ; Ash, 2010).La combinaison
de biocontréle avec d’autres méthodes est possible dans le cadre d’'une stratégie d’'une
protection intégrée ( David, 2009).

Les effets négatifs des pesticides chimiques tels que la pollution chimique et la
résistance des agents traités, ont encouragé le développement des biopesticides comme
une bonne alternative. Cependant, cette innovation devrait étre capable d’estimer le risque
des métabolites sur 'environnement, la santé humaine et animale (Vurro et Gressel,
2008). Afin d’améliorer cette innovation, certains auteurs ont recommandé le recours a la
biologie moléculaire pour surmonter certaines difficultés (Amsellem etal .,2002 ; Gressel
et al ., 2005).Etant donné que les phanérogames parasites soient des plantes intimement
liges a I'héte, les stratégies de lutte conventionnelle et I'utilisation des herbicides chimiques
ne sont pas toujours adéquates. A cet égard, les bioherbicides offrent plus de perspectives
notamment avec leur spécificité d’attaque (Aly, 2007).

Le biocontréle des phanérogames parasites peut se faire en utilisant des souches
virulentes de pathogénes (champignons, bactéries, ou virus) ou les composés chimiques
de leurs métabolismes naturellement nuisibles aux phanérogames parasites ( Hoagland,
2001 ; Sauerborn et al ., 2007 ; Pérez-de-Luque et al ., 2010). Fusarium
oxysporum représente une espéce fongique trés prometteuse pour le contrdle d’Orobonche
spp.(Boari et vurro, 2004),ainsi que l'utilisation de ses produits naturels (Evidente etal .,
2006) enformulation dans I'objectif de commercialisation.Pour la cuscute, certaines souches
d’Alternaria destruens ont été sélectionnées et commercialisées entant que mycoherbicides
(Hopen etal ., 1997 ; Cook et al ., 2009).En outre, I'emploi des bactéries
rhizosphériques PGPR est bénéfique en stimulation de la croissance végétale et en
biocontréle des espéces d’Orobanche spp. (Zermane et al ., 2007). Par ailleurs, la
possibilité d’'infection de Cuscuta spp. par des virus de la tomate et du concombre a été
démontrée ( Hilary, 2010).

En plus des microorganismes, les insectes peuvent étre utilisés comme moyen de lutte
contre les phanérogames parasites, tels que le diptére Melanagromyza cuscutae Hering
(Diptera, Agromyzidae) contre Cuscuta spp. (Baloch et al ., 1967 ; Parker, 1991)
et Phytomyza orobanchiaKalt. (Diptera, Agromyzidae), un monophage dont les larves se
nourrissent des graines de I'orobanche a l'intérieur des capsules( Klein et Kroschel, 2002).

D’apreés Lichtfouse (2010),I’allélopathie offre beaucoup de perspectives d’exploitation
dans le biocontréle des phanérogames parasites les plus redoutables dans le monde, a
savoir 'orobanche et la cuscute. L'allélopathie est tout effet nuisible direct ou indirect d’'une
plante ou d’un tissu végétal sur une autre plante a travers la production, la libération ou la
volatilisation des composés chimiques dans la rhizosphére sous forme d’exsudats racinaires
ou sous forme de substances libérées aprés décomposition des débris végétaux. Elle
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nécessite plus d’investigations sur l'identification des substances chimiques, leurs modes
d’action, leurs régulations génétiques ...etc (Weston, 2005).
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MATERIELS ET METHODES

1. Echantillonnage et procédures d’isolement

1.1 Echantillonnage

Une prospection sur le terrain a été effectuée pendant le mois de février 2009 a I'ouest de
I'algérois dans les régions de Zeralda, Fouka et Tagourait de la wilaya de Tipaza dans les
cultures susceptibles d’étre attaquées par la phanérogame parasite Orobanche crenata, a
savoir la feve et le petit pois.

Des échantillons de sol rhizosphérique (1kg / échantillon) ont été prélevés dans ces
cultures dans 7 sites de la zone échantillonnée. Des plants entiers des mémes cultures ont
été prélevés avec leurs systémes racinaires de maniére aléatoire dans les champs infestés
ou non par l'orobanche. Suffisamment de sol a été gardé autour du systéme racinaire pour
éviter une perte rapide de I'numidité. Les échantillons ont été conservés dans des sacs
en papier propres puis placés au réfrigérateur a4 °C au laboratoire ettraitéesdans un délai
maximumde48haprés lacollecte.

1.2 Isolement des rhizobactéries

L'isolement des bactéries rhizosphériques a été réalisé au laboratoire des phanérogames
parasites a 'Ecole Nationale Supérieure Agronomique (ENSA) a partir des échantillons de
sol ou des racines des plants de feve et de petit pois collectés.

1.2.1 Isolement

Dans des fioles stériles de 250 ml de capacité, 10 g de sol rhizosphérique (de chaque
échantillon) ont été placés dans 90 ml d’eau distillée stérile (EDS). Par ailleurs, des
fragments de 1 a 1,5 cm de long ont été prélevés des racines des plants collectés puis
placés dans 100 ml d’EDS dans des fioles de méme capacité. L'ensemble des fioles ont
subi une agitation a 150 tours par minute pendant 20 minutes sur un agitateur orbital.

Une série de dilutions (10l 1 a 10---'10) a été préparée pour chaque échantillon en
prélevant 1 ml de la solution initiale et le plagcant dans 9 ml d’EDS dans un tube a essai stérile

(1

pour obtenir une dilution de 10 ', puis de chaque dilution, la méme opération est répétée

10

jusqu’a obtention de la dilution 10---""~. A l'aide d’une micropipette, 100 pl de chacune des

dilutions de 10[7 a 10---'10 ont été préleves puis étalés sur les milieux B de King, Nutrient
Agar et TSA (Tryptic Soy Agar)

dans des bottes de Pétn stériles (&9 = 2 cm). Deux répétitions ont eté réalisees pour chague

dilution.
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Les boites de Pétri portant les indications nécessaires (origine de la solution étalée,
espéce cultivée, dilution, type du milieu de culture) ont été incubées a 22°C pendant 48
heures.

1.2.2 Sélection des colonies bactériennes, purification et conservation des
souches

Aprés incubation, les colonies les plus représentatives ont été sélectionnées en se basant
sur des criteres morphologiques (couleur, aspect extérieur, aspect de la bordure, diamétre
des colonies ..etc).

Les souches sélectionnées ont été codées puis cultivées, sous des conditions
d’aseptie, dans de nouvelles boites de Pétri sur le milieu de culture le plus convenable a leur
développement. Aprés incubation a 22 °C pendant 48 heures,les souches ainsi purifiées
ont été placées au réfrigérateur a 4°C. Un repicage régulier des souches a été effectué
(environ chaque mois) pour garder leur viabilité. Pour une conservation de longue durée, les
souches rhizobactériennes ont été maintenues au congélateur dans des tubes cryogéniques
contenant du milieu B de King supplémenté de 30% de glycérol.

2. Evaluation des souches rhizobactériennes pour leur
activité stimulatrice de la croissance végétale

2.1 Préparation de I'inoculum

Les souches rhizobactériennes isolées ont été cultivées individuellement sur les milieux
B de King ou le Nutrient Agar. Aprés 48h d’incubation a 22°C, les cultures bactériennes
ont été collectées par addition de MgSOy4 stérile (0,1 M) dans chaque boite et raclage a

'aide d’'un étaleur stérile. La densité optique des suspensions bactériennes initiales a été
d’abord déterminée a 'aide d’un spectrophotométre a une longueur d’'onde de 560 nm, puis
ajustée a une densité optique de 2.0 par des dilutions appropriées des suspensions meres,

9 10

équivalente a une concentration de 10~ a 10 "~ cfu (colony forming units) ml'1.

2.2 Le bio-test de laitue (Lactuca sativa L.)
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Ce test mené in vitro permet une détection rapide de I'activité stimulatrice ou inhibitrice
des souches rhizobactériennes sur la croissance végétale vue la sensibilité des graines
de la laitue. Il s’agit d’'inoculer les graines prégermées de cette plante par les souches
rhizobactériennes et la mesure de I'élongation des radicules aprés 48h d’incubation.

2.2.1 Désinfection et prégermination des graines de laitue

Les graines de la laitue ont subi une désinfection superficielle (trempage dans I’hypochlorite
de Sodium a 1% pendant 1-2 min, ringages abondants a 'EDS, trempage pendant 30
secondes dans I'éthanol a 70°, ringages de nouveau a 'EDS). Les graines désinfectées ont
été séchées dans du papier buvard stérile puis dispersées dans des boites de Pétri (J =
9 cm) contenant de I'eau gélosée a 1% (Autoclavage a 120°C pendant 20 minutes). Les
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boites de Pétri contenant les graines de laitue ont été par la suite incubées a 22°C pendant
24 heures.

2.2.2 Inoculation des graines de laitue prégermées

Les graines de laitue prégermées avec une longueur de radicules uniforme (1,5-2 mm)
(Fig. 1) ont été placées dans des boites de Pétri contenant de I'eau gélosée (20 graines
par boite) puis inoculées chacune par 30ul de suspension des souches rhizobactériennes
appliquées individuellement. Chez le témoin, 30 pl de MgSQOy4 stérile (0,1 M) ont été utilisés.

Aprés incubation des boites a 22°C pendant 48 heures, la longueur des radicules a été
mesurée et les données ont été analysées statistiquement pour déterminer les souches
eme

stimulatrices de la croissance. Ces derniéres ont subi un 2 test similaire avec deux

répétitions pour confirmation des résultats.

Figure 1. Graines de laitue (Lactuca sativa L.) prégermées sur I'eau gélosée a 1%.

2.3 Evaluation in vitro des souches rhizobactériennes sur la
germination et la longueur des radicules des graines germées de
quelques espéces cultivées

Les souches ayant gardées leur pouvoir stimulateur de la croissance lors du deuxiéme test
de la laitue, ont été testées in vitro sur les graines des espéces cultivées suivantes :
blé dur (Triticum durum Desf., cv. “Mohamed Ben Bachir”), orge (Hordeum vulgare L.,
cv. “Saida”), feve (Vicia faba L., cv. “Histal”), pois chiche (Cicer arietinum L., cultivar
inconnu), petit pois (Pisum sativum L., cv. “petit provence”) Luzerne (Medicago sativa L.,
cultivar inconnu) tomate (Lycopersicon esculentum L., cv. “Marmande”). Les graines ont
été d’abord désinfectées superficiellement puis distribuées dans des boites de Pétri (J
= 9 cm) sur du papier Whatman stérile humecté avec de 'EDS, a raison de 10 graines
par boite pour les petites graines (blé, orge, petit pois, luzerne et tomate) et de 4 graines
par boite pour les grandes graines (féve et pois chiche). Les traitements consistaient a
appliquer individuellement les inoculums des souches sélectionnées selon le nombre de
graines par boite (2 ml parboite contenant les petites graines et 5ml par boite contenant les
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grandes graines). Les mémes quantités d’EDS ont été utilisées dans les boites des témoins
correspondants. Les traitements de ce test ont été menés avec deux répétitions.

L'ensemble des boites ont été incubées a 22°C pendant dix jours. Le taux de
germination jounalier et final ainsi que la longueur finale des radicules ont été notés.

2.4 Evaluation de I'effet des deux souches rhizobactériennes codées
FKS560 et FKF5100 sur la croissance de quelques espéces cultivées
en pots

28

Lors de cet eassi mené en pots, les mémes variétés citées ci dessus du blé dur, de I'orge,
de la feve et de pois chiche ont été testées et inoculées par les deux souches les plus
prometteuses codées FKS560 et FKF5100, appliquées sous forme de suspension et de
formulation appelée “Pesta”.

2.4.1 Préparation de la formulation “Pesta”

Une formulation des souches rhizobactériennes a été préparée selon la méthode de
Connick et al .(1991). Dans une terrine sont apportés 32 g de semoule fine achetée
du marché, 6 g de Kaolin, 2 g de saccharose et 32 ml de suspension de chacune des deux

souches, appliquées séparément, préparée comme précedemment décrit et contenant 109

cuf ml'1. Le tout a été mélangé a mains enfilées de gants, jusqu’a I'obtention d’'une pate
molle. A l'aide d’un rouleau

a patisserie, la pate a été uniformément étalée sur du papier aluminium stérile jusqu’a
1 mm d’épaisseur. Les feuilles de pates ont été séchées a température ambiante pendant
deux jours puis broyées dans un broyeur de cuisine. Le broyat a été par la suite tamisé a
travers une série de tamis dont les mailles sont successivement de 1,4 — 1,00 et 0,60 mm
(Fig. 2a). La formulation du témoin est préparée de la méme facon avec 32 ml d’EDS a la
place de la suspension bactérienne.

2.4.2 Conduite de '’expérimentation

Des pots en plastique (& =12 cm) ont été remplis par 500 g pot'1 d’'un mélange sol/sable
non stérilisé (2:1, v/v). Le sol utilisé provient de la station expérimentale de 'TENSA. Deux
séries de pots ont été préparées (Fig. 2b,c,d). Dans la premiére, les souches testées dans
cet essai codées FKS560 et FKF5100 ont été appliquées sous forme de suspensions

rhizobactériennes a raison de 30 ml par pot avec une concentration d’environ 109 cuf ml'1.

Les pots chez le témoin ont regu chacun 30 ml I’EDS. Dans la deuxiéme série de pots,
10g de formulation de chacune des souches ont été appliqués et mélangés avec la partie
supérieure du mélange sol/sable. Les pots témoins ont recu chacun 10g de la formulation
témoin préparée sans souches rhizobactériennes. Les pots ont été ensemencés par les
graines de blé et d’'orge (10 graines par pot) et de feve et de pois chiche (5 graines par pot)
avec quatre répétitions pour chaque traitement. Les pots ont été placés dans les conditions
de laboratoire pendant une semaine afin de noter le taux d’émergence des plantules des
différentes espéces (Fig. 2e). Aprés émergence, un seul plant par pot a été gardeé et les
pots ont été déposés dans une serre en verre en randomisation totale pendant un mois et
arrosés regulierement a I'eau du robinet (Fig. 2). A la fin de I'expérimentation, la longueur
des tiges a été mesurée. Ultérieurement, les plants ont été dépotés, mis dans des sacs en
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papier et séchés a I'étuve a 70°C pendant 48 heures. Le poids sec de la partie aérienne et
des racines des plants séchés a été noté.

B/

Tennin

Figure 2. Test de I'évaluation en pots des souches rhizobactériennes
codées FKS560 et FKF5100 sur la croissance de quelques espéces cultivées.

Les souches ont été appliquées sous forme de formulation (a, ¢) ou de suspension (d)
au laboratoire (b) et sous serre (e).

3. Evaluation de l’activité antagoniste des souches
codées FKS560, FKF5100 et BRS983 a I’égard
d’Orobanche crenata Forsk. et de Cuscuta campestris
Yuncker
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Les trois souches rhizobactériennes codées FKS560, FKF5100 et BRS983 parmi les
souches les plus performantes en stimulation de la croissance végétale ont été évaluées
pour leur activité antagoniste a I'égard de I'orobanche (Orobanche crenata Forsk.)et de la
cuscute (Cuscuta campestris Yuncker). Les suspensions bactériennes des trois souches
ont été préparées comme précédemment décrit (paragraphe 2.1).

3.1 Evaluation de I’activité antagoniste des souches codées FKS560,
FKF5100 et BRS983 a I’égard de Cuscuta campestris

30

3.1.1 Effet sur la germination des graines de la cuscute

Les graines de cuscutes se caractérisent par une dormance tégumentaire qui peut étre levée
au laboratoire par une réfrigération a 4°C pendant au moins une semaine puis un trempage
dans I'acide sulfurique pur pendant 10 minutes suivi d’un ringage abondant a 'EDS.

a Effet Direct

Afin d’évaluer l'effet direct des souches FKS560, FKF5100 et BRS983 sur la
germination des graines de la cuscute, ces derniéres ont été dispersées sur du papier filtre
Whatman dans des boites de Pétri stériles (L) = 5cm) (Fig. 5a) et ont été inoculées par
5ml des suspensions rhizobactériennes appliquées individuellement. Le témoin a recu 2ml
d’EDS. Apres une période d’incubation a I'obscurité a 22°C pendant 10 jours, le nombre de
graines germées par boite a été déterminé et le pourcentage de germination a été calculé.
Le test a été conduit avec 4 répétitions.

b Effet indirect

L'effet des produits volatiles produits éventuellment par les trois souches
rhizobactériennes a été évalué selon une méthode modifiée d’Alstrom (2001).Deux boites
de Pétri (J = 9cm) sans couvercles ont été jumelées, I'une contenant les graines de cuscute
dispersées sur de I'eau gélosée a 1%, I'autre contenant la culture rhizobactérienne sur le
milieu B de King (Fig. 3). Des paires de boites non inoculées ont servi de témoin. Quatre
répétitions par combinaison ont été réalisées.

Les paires de boites ont été convenablement fermées avec un filme en plastique et
incubées a 22°C a I'obscurité. Aprés I'arrét définitif de la germination des graines (environ
10 jours), le pourcentage de germination des graines de la cuscute a été calculé.
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Témwin FEF5100 BRS983 FESS60

Figure 3. Dispositif d’évaluation de I'effet a distance des souches rhizobactériennes
codées FKF5100, BRS983 et FKS560 sur la germination des graines de
Cuscuta campestris Yuncker (a,b) comparativement au témoin non inoculé (c).

3.1.2 Effet des trois souches rhizobactériennes sur le taux d’émergence des
plantules de la cuscute

Des graines de cuscute prégermées ont été placées dans des boites de Pétri (J = 5cm)
contenant un mélange sol/sable (2 :1, v/v) non désinfecté, a raison de 10 graines par boite
(Fig. 4). Les graines ont été enfouies a une profondeur de 5 mm dans le sol. Les boites

9 1)

ont été inoculées chacune par 30 ml de suspension rhizobactérienne (environ 10” cfu ml”

des trois

souches appliquées séparément ; tandis que le témoin a recu la méme quantité d’'EDS.
Quatre répétitions par traitement ont été réalisées. Les boites ont été placées dans les
conditions du laboratoire et humectées régulierement pour éviter leur desséchement. Aprés
I'arrét définitif de 'émergence chez le témoin (environ 10 jrs), le taux d’émergence chez tous
les traitements a été calculé et la longueur des plantules émergées du parasite mesurée.
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Témein FEF5100 BRS933 TFES56(

Figure 4. Dispositif d’évaluation de I'effet des souches
rhizobactériennes codées FKF5100, BRS983 et FKS560 sur
I'émergence des plantules de Cuscuta campestris Yuncker.

3.2 Evaluation de I'effet des trois souches rhizobactériennes
codées FKS560, FKF5100 et BRS983 sur la germination des graines
d’Orobanche crenata Forsk. et la longueur du tube germinatif
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3.2.1 Préconditionnement des graines et préparation du stimulant de
germination (GR24)

Pour pouvoir germer, les graines d’orobanche nécessitent un pré-conditionnement qui est
réalisé au laboratoire par I'incubation des graines désinfectées du parasite, placées sur du
papier filtre stérile (Whatman, GF/A) humidifié dans des boites de Pétri stériles, pendant 10
jours a 22°C. La germination des graines du parasite nécessitent également la présence du
GR24, un stimulant synthétique de la germination qui remplace les exsudats racinaires de
la plante hoéte. Une solution de GR24 a 10 ppm a été préparée par dissolution de 1 mg de
la poudre de GR24 dans 1ml d’acétone puis addition d’EDS jusqu’a un volume de 100 ml.

3.2.2 Test de germination et longueur du tube germinatif

Apres la période de préconditionnement, de petits carreaux (de 1 cm?) ont été découpés,
a laide d’'un scalpel stérile, dans le papier filtre portant les gaines d’orobanche
préconditionnées puis placés dans de nouvelles boites de Pétri (LI = 5 cm, 4 carreaux
par boite) sur du papier filtre stérile (Whatman, GF/A) (Fig. 5). Par la suite, chaque boite
a été inoculée par 2ml des suspensions rhizobactériennes appliquées séparément et 2mi
de GR24 a 10 ppm, alors que le témoin a recu 2 ml de GR24 plus 2 ml d’EDS. Quatre
répétitions par traitement ont été réalisées. Aprés 15 jours d’incubation a I'obscurité a 22°C,
le pourcentage de germination par boite a été calculé et la longueur du tube germinatif a
eté mesurée.
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Figure 5. Dispositif d’évaluation de I'effet des souches rhizobactériennes
codées FKS560, FKF5100 et BRS983 sur la germination des graines
de Cuscuta campestris Yuncker (a) et d’Orobanche crenata Forsk. (b,c).

4. Test de production de cyanide

Ce test a été réalisé sur les trois souches FKF5100, BRS983 et FKS560 afin d’évaluer
leur activité cyanogénique selon la méthode décrite par Bakker et Schippers (1987).
Des cultures de 48h de ces souches rhizobactériennes ont été repiquées sur un milieu

de culture B de King soit supplémenté de 4.4 g I'1 de glycine soit sans glycine. Sur la
surface interne du couvercle des boites de culture, des morceaux de papier filtre stériles
imbibés d’une solution de picrate de sodium carbonate composée de 0,5 % d’acide picrique
et de 2% de NapCO3 ont été places. Cette solution a été autoclavée a 120°C pendant 20

minutes avant utilisation. Toutes les boites ont été bien fermées avec du parfilm et incubées
a 28°C pendant 48 heures. Cet essai a été mené avec 4 répétitions avec des témoins sans
cultures rhizobactériennes. Les boites ont été observées pour tout changement éventuel de
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la couleur du papier filtre du jaune a I'orange ou au rouge. Ce changement serait révélateur
de l'activité cyanogénique des souches testées.

5. Analyses statistiques

Tous les tests ont été conduits en randomisation totale et les résultats ont subi I'analyse de
la variance (ANOVA) a l'aide du logiciel SPSS (Statistical Product and Service Solutions for
Windows) version 10.0. Les différences entre les moyennes ont été définies selon le test
de Tukey aux seuils de 5 % et 1 %.
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RESULTATS ET DISCUSSIONS

|. Résultats

1 Isolement et purification des rhizobactéries

L'isolement et la purification des rhizobactéries nous a permis d’obtenir 101 souches (Fig.
6), dont 20 (soit 19,8% des souches) ont été isolées sur le milieu Nutrient Agar (NA), 29
(28,7%) sur le milieu « Tryptic Soy Agar » (TSA) et 52 souches (51,5%) sur le milieu B de
King (KBA). Selon leur origine géographique, 15 souches (soit 14,9%) sont originaires de la
région de Tagourait, 35 souches (34,6%) de la région de Zeralda et 51 souches (50,5%) de
la région de Fouka. D’autre part, 16 souches (soit 15,9%) ont été isolées des fragments de
racines de petit pois, 29 souches (28,7%) des fragments de racines de la féve et 56 souches
(55,4%) du sol rhizosphérique des deux plantes.

2 Sélection des souches stimulatrices de la croissance végétale

2.1 Bio-test de la laitue (Lactuca sativa L.)

1 €re Etape

Le bio-test de la laitue étant un indicateur du potentiel stimulateur ou inhibiteur de
la croissance végétale des souches rhizobactériennes, nous a permis de classer les 101
souches testées en trois catégories : les souches inhibitrices de la croissance des plantules
de laitue (52 souches, soit 51,5%) (Fig. 6.4), les souches sans effet sur la croissance (24
souches, soit 23,7%) et les souches a effet stimulateur de la croissance des radicules (25
souches, 24,8%) comparativement au témoin non inoculé (Fig. 6.2 A) (Fig. 6.2 B et 3B).

Les résultats de I'effet de cette derniére catégorie de souches rhizobactériennes sur la
longueur des radicules des graines germées de la laitue sont présentés dans le tableau 4.
Il ressort de ces résultats que toutes les souches ont causé une stimulation significative de
la longueur des radicules allant de 29,8% a 142% comparativement au témoin non inoculé.

Tenons compte de l'origine géographique des souches rhizobactériennes a effet
stimulateur, 15 souches (60%) sont originaires de Fouka dont 7 ont causé les meilleurs taux
de stimulation ; 6 souches (soit 24%) sont originaires de Tagourait et 4 souches (16%) sont
originaires de Zeralda.

Prenant en considération I'origine du prélevement des échantillons, 12 souches (48%)
sont originaires d’échantillons de sols rhizosphériques, tandis que 9 souches (36%) et
4 souches (16%) ont été isolées des fragments des racines de la féve et du petit pois,
respectivement.

Parmi les neuf meilleures souches ayant causées des taux de stimulation supérieurs a
100%, 1 souche est originaire de la région de Tagourait, 1 souche de la région de Zeralda et
7 souches de la région de Fouka. D’aprés l'origine du prélévement des échantillons, nous
constatons qu’une souche est originaire des fragments des racines de la féve, 4 souches
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sont originaires des fragments de racines de petit pois et 4 souches sont originaires du sol
rhizosphérique des deux espéces. Le meilleur taux de stimulation de la croissance (142%)
a été obtenu suite a I'application de la souche FKP449 originaire des fragments des racines
de petit pois.

Longuenr des radicnles de lattue

Souches Longuenur movennes (o) atirlation .
Témoin 09,1 a )
BR399% 11,2 bedefs 2595
FEFTT1 11,2 bedefs 2595
FEF5100 12,0 cdefgh 32,0
FAR LT 12,1 defzh 346
FARKER)| 12,1 defzh 33,1
FES415 13,0 fzlu 42 5
ZDF310 13,0 fzha] 43,0
BR5ER5 13,1 gha] 45,6
FE.5560 140 hyk 540
FEF&:0 140 hyk 540
BR3E0E3 14.0 hajk 540
ZDF311 14.0 hajk 540
FEE58T 14 ik 6,2
FEFaaf 15,0 1jk 65,0
FEEST74 15,1 1k 5,6
ZDF12 158 k T25
BRPER4 19,1 kl 109,64
ZDF11 19,8 kl 117.5
FE5421 20,0 lrn 120,0
FEPa4 20,1 I 121,1
FE5422 20,5 lrn 1285
FEP424 21,0 lrn 130,5
FE5454 41,1 lrn 131,64
FE566% 220 I 1420
FEP449 2240 I 1420

Tableau 4. Les souches rhizobactériennes ayant manifestées
un effet stimulateur de la croissance des radicules des
ere

graines germées de la laitue (1~ ~ étape du bio-test de laitue).

Les moyennes d’'une méme colonne suivies de lettres différentes sont significativement
différentes du témoin non inoculé au seuil de 1% selon le test de Tukey.

Par ailleurs, nous avons constaté que certaines des souches inhibitrices ont causé,
en plus de I'inhibition de la croissance, une nécrose parfois totale des graines germées de
laitue ou une

partie des radicules (Fig. 6.4). De telles souches peuvent étre exploitées ultérieurement
dans la lutte contre les phanérogames parasites notamment pour la réduction du stock
semencier des sols infestés.
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Figure 6.Aspect dessouches rhizobactériennes
purifiées et leurs effets en bio-test de laitue

1. Aspects de quelques souches rhizobactériennes purifiées
2. A/ Témoin non inoculé. B/ Stimulation de la croissance.

3. A/ Plantule témoin. B/ Plantule stimulée.

4. Inhibition de la croissance des plantules de laitue.

2 eme Etape

Un test de confirmation a été réalisé uniquement avec les souches qui se sont révélées
stimulatrices de la croissance lors du premier test de la laitue (Tableau 4). Parmi les 25
souches testées, 12 souches (48%) ont gardé leur pouvoir stimulateur (Tableau 5), I'effet
du reste des souches n’était pas statistiquement différent de témoin.
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Parmi les 12 souches stimulatrices, 8 (soit 66,7%) sont originaires de Fouka parmi
lesquelles figurent les trois meilleures souches ; tandis que 2 souches (16,7%) sont
originaires de Tagourait et 1 souche (8,3%) de Zeralda.

Selon l'origine du préléevement des échantillons, 6 souches (50%) proviennent
d’échantillons de sols rhizosphériques, tandis que 2 souches (16,7%) et 4 souches (33,3%)
ont été isolées de fragments des racines de la féve et de petit pois, respectivement. Le
taux de stimulation le plus élevé (131,2%) a été obtenu suite a I'application de la souche
FKF689(isolée des fragments des racines de la féve), suivie par les souches BRS895,
FKS454 et FKP584 (originaires de sols rhizosphériques de la région de Tagourait et de
Fouka, et des fragments des racines de petit pois) avec 98% de stimulation de la longueur
des radicules de laitue.

Zouches Longueurs des radimles de lattue
Longueurs movermes (1) Stinmalation %%
ZDF237 1500 a Hs
FES415 150 a Ha
ZDF310 1510 a Hi
Tiémoin 15,15 a -
TDF11 15,18 a M3
FES421 1520 a M3
FES422 1528 a M3
FESEES 1538 a Hi
TOF311 1598 a M3
FEF&5E 16,05 a M3
FES774 16,02 a Hi
TOF12 16,08 a M3
ERS392 16, a LE
FEF?71 16,12 a Hi
FEFs100 1285 h 31,0
ERPEI4 20,10 ® 327
BREI23 20012 ® 33,2
FEE560 240G 58,6
FEE587 2.5 ¢ £2.2
ZDs241 28,50 4 7.5
FEP442 2850 de 90,7
FEP424 29,25 t 93,1
ERER95 25 58 f 250
FES454 25 58 f 950
FEP584 30,00 t 93,00
FEF&=S 35,05 g 1312
Tableau 5. Effet des souches rhizobactériennes sur la longueur des

radicules de la laitue(test de confirmation, 2fMm eétape du bio-test de laitue).

2.2 Evaluation in vitro de I’effet des souches sélectionnées stimulatrices de
la croissance sur quelques espéces cultivées
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2.2.1 Effet des souches rhizobactériennes sur le taux de germination des
graines de quelques espeéces cultivées

Les résultats de I'évaluation des souches rhizobactériennes sur la germination des graines
des especes cultivées sont présentés dans le tableau 6. En générale, nous constatons
gue les souches rhizobactériennes n’ont eu aucun effet délétere ou stimulateur sur le taux
de germination des graines statistiquement différent des témoins respectifs. Néanmoins,
trois souches codées BRP896, BRS983 etFKS560 ont significativement réduit le taux de
germination des graines de la tomate.

' Taux de germination

Souches (%)

rhizobackpennes Féve  Pois Chiche Luzerne Orze El= Pettt Poas Tomate
FEF5100 100 a 100 a 1002 972 100a 1002 100 a
EEP23& 100 a 100 a 23a 1M0a 97a 100 a 90k
ER5933 100 a 100 a 100a 97a 100a 97 a 20
FE=580 100 a 100 a 1002 100a 100a 1002 0k
FEE587 100 a 100 a 100 a 1002 97a 100 a 100 a
ZDi241 100 a 100 a 372 1002 100a 1002 100 a
FEP442 100 a 100 a 100 a 1002 100a 100 a 100 a
FEP424 100 a 100 a 1002 1002 100a 1002 100 a
BRI235 100 a 100 a 1002 100a 100a 1002 100 a
FEZ454 100 a 100 a 1002 1002 100a 1002 93a
FEP524 100 a 100 a 1002 1002 100a 1002 100 a
FEF&E2 100 a 100 a 23a 97a 93a 100 a 100 a
Témoin 100 a 100 a 1002 100a 972 100a 100 a

Tableau 6. Effet des souches rhizobactériennes sélectionnées
sur le taux de germination des graines de quelques espéces cultivées.

Les moyennes suivies par les mémes lettres ne sont pas significativement différentes
selon le test de Tukey au seuil a= 5%.

2.2.2 Effet des souches rhizobactériennes sur la vitesse de germination des
graines et la longueur des radicules des graines germées

2.2.2.1 Effet sur la féeve

A. Effet sur la vitesse de germination des graines

Nous constatons d’aprés les résultats représentés par la figure 7 que 'ensemble des
souches rhizobactériennes testées ont eu un effet accélérateur de la vitesse de germination
des graines de la féve par rapport au témoin non inoculé. Ainsi, les graines traitées par
11 parmi les 12 souches testées ont commencé a germer 48h avant celles du témoin non
traité. D’autre part, la germination des graines chez le témoin a commencé le 5°me jour
d’incubation et a atteint son maximum (100 %) le gtme jour alors que chez les graines
traitées par les souches FKF5100 et FKS560, 100% de germination est déja atteint le 4me
jour.
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Figure 7. Evolution dans le temps du taux de germination des graines de la féve
sous l'effet de 12 souches rhizobactériennes stimulatrices de la croissance végétale.

B. Effet sur la longueur des radicules des graines germées

Les résultats de I'effet des souches rhizobactériennes sur la longueur des radicules des
graines germées de la feve, représentées par la figure 8, révélent un effet stimulateur de la
croissance des radicules trés hautement significatif (P=0,000) avec les souchesFKF5100,
BRS983, FKS560, FKP449, BRS895, FKP584 et FKP424. Cette stimulation varie de
283,3% a 427,5% comparée au témoin non inoculé. Les souches BRP896 et FKS454
ont assuré une stimulation hautement significative (P=0,002) allant de 191,6% a 227,5%.
Cependant, les souches restantes ont eu un effet non significatif sur la croissance des
radicules.
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Figure 8. Effet des souches rhizobactériennes sur la
longueur des radicules des graines germées de la feve.

Les moyennes suivies par différentes lettres sont significativement différentes selon
le test de Tukey au seuil de 5%. Les barres verticales représentent I'erreur standard des
moyennes.

A la lumiére des résultats obtenus concernant le taux de germination, la vitesse de
germination et la croissance des radicules de la féve, nous pouvons constater que les deux
souches FKF5100 et FKS560 semblent les plus intéressantes pour les trois paramétres
étudiés.
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2.2.2.2 Effet sur le pois chiche

A. Effet sur la vitesse de germination des graines

L'évolution dans le temps du taux de germination des graines du pois chiche sous
I'effet des souches rhizobactériennes a été nettement améliorée par rapport au témoin
non inoculé (Fig. 9). Nous pouvons constater que les graines du pois chiche chez le
témoin ont commencé a germer a partir du quatriéme jour et ce n’est qu’au huitiéme jour
que le maximum de germination est atteint. Les meilleurs résultats concernant le début
de germination ont été enregistrés chez les graines traitées par les souches FKP424 et

FKS560 pour lesquelles la germination a débuté le 2&me jour. Cependant, leur maximum de
germination a été atteint le quatriéme et le cinquiéme jour, respectivement aprés la souche
eme

FKF5100 dont le maximum de germination a eu lieu le 2 jour. Le reste des souches

accomplissent le maximum de germination au plus tard le 5°Me jour, soit au moins 3 jours
avant le témoin.
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Figure 9. Evolution dans le temps du taux de germination des graines du pois chiche
sous l’effet de 12 souches rhizobactériennes stimulatrices de la croissance végétale.

B. Effet sur la longueur des radicules des graines germées

Parmi les souches testées, 9 ont révélé un pouvoir stimulateur de la croissance des
radicules des graines germées du pois chiche par rapport au témoin non inoculé (Fig. 10).
Les difféerences comparées au témoin étaient trés hautement significatives (P=0,000) avec
les souches FKS560, BRS983, FKF5100, FKP449 et FKP424 qui ont assuré une stimulation
allant de 186,5% a 370,6% comparativement au témoin. Les résultats des quatre souches
BRS895 (P=0,001), FKP584 (P=0,004), BRP896 (P=0,019), FKS454 et (P=0,019)étaient
significatifs avec un taux d’accroissement de la longueur variant de 125,15% a 165,6% ;
tandis que FKF689 (P=0,140), FKS587 (P=0,143) et ZDS241 (P=0,764) n’étaient pas
statistiquement différentes du témoin.
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Figure 10. Effet des souches rhizobactériennes
sur la longueur des radicules du pois chiche.

Les moyennes avec les mémes lettres ne présentent pas de signification au seuil a= 5%
selon le test de Tukey. Les barres verticales représentent I'erreur standard des moyennes.

Il ressort des résultats des trois tests précédents concernant le pois chiche que les
souches FKS560, FKP424 etFKF5100 ont exhibé les meilleurs résultats.

2.2.2.3 Effet sur le petit pois

A. Effet sur la vitesse de germination des graines

Nous remarquons d’'aprés la figure 11, qui représente l'effet des souches
rhizobactériennes sur lavitesse de germination des graines du petit pois, que les souches
FKF5100, BRS983 FKP584, BRS895, FKP424, FKP449, FKS560 et FKS454, ont accéléré
le début de la germination au 3eme jour, avant le témoin chez lequel les graines ont
commencé a germer un jour aprés (au 4°me jour). Les graines traitées par les souches
FKP584, FKF5100, FKP449, BRS983 et FKS454 ont terminé leur germination, avec un taux

de 100%, le 5eMe jour alors que le méme taux n’a pu étre atteint chez le témoin qu’au

Semejour.
. F RO 5] —— BRPE%G —— FECESET ——PBREOSE —e BREROA —a— RS 100
—— FRFGS% ——— FR.S 560 ——FEFP449 ——FRP424 == FhF554 ZDE241
Tanom T T
= 12k ok 120 = 120 -
[ -]
£ oo £ 100 - -a-ul & 100 |
1 - =]
2 8h 4 2 80 4 = w0 -
T 40 g 0 £ 40
= 20 -E 20 | & 20
3 fac el I
& 0 &es £ 0.l = 0 o
= ]:_1.4515"31:]|}|-= 1234567 8910F I 2345678910
Jnu_l_'s' -.'.lqv_n_x g our's




RESULTATS ET DISCUSSIONS

Figure 11. Evolution dans le temps du taux de germination des graines du petit pois
sous l’effet de 12 souches rhizobactériennes stimulatrices de la croissance végétale.

B. Effet sur la longueur des radicules des graines germées

L'examen de la figure 12 montre que 2 souches uniquement parmi les 12 testées
ont causé un effet stimulateur de la longueur des radicules des graines du petit pois
statistiquement différent du témoin. Comparativement au témoin, ces deux souches,
FKF689 et BRS895 ont causé une augmentation de la longueur des radicules de 'ordre de
86,1% et 89,3% respectivement. L'effet des souches restantes était non significatif.
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Figure 12. Effet des souches rhizobactériennes sur la
longueur des radicules des graines germées du petit pois.

Les moyennes suivies par différentes lettres sont significativement différentes selon
le test de Tukey au seuil de 5%. Les barres verticales représentent I'erreur standard des
moyennes.

2.2.2.4 Effet sur la luzerne

A. Effet sur la vitesse de germination des graines

D’aprés la figure 13 qui illustre I'effet dessouches rhizobactériennes sur la vitesse de
germination des graines de la luzerne, nous constatons que dix souches ont commencé
leur germination aprés deux jours d’incubation, avec le meilleur taux de germination (43%)
obtenu suite au traitement des graines par la souche FKF5100. Le témoin a commencé

sa germination le 3eme jour, jour pendant lequel le meilleur taux de germination de 73%
a été enregistré avec la souche BRS983. Les graines de luzerne traitées par la plupart
des souches accomplissent le maximum de germination (100%) le 5°M€ et |e 6°M°
alors que le témoin n’a terminé sa germination qu’au bout du 1oemejour d’incubation. Nous
constatons que la vitesse de germination des graines traitées par les deux souches BRP896,

jour

FKF689 est restée inférieure a celle des graines chez le témoin jusqu’au gSMme jour puis a

connu une hausse subite au 7°M® jour pour passer de 33% a 87% et 90%, respectivement,
tandis que 63% ont été enregistrés chez le témoin.

43




Role des PGPR « Plant Growth Promoting Rhizobacteria » dans la croissance végétale et la lutte
contre les phanérogames parasites

——FRS445) ——BRPS%G | ——FRSS87T ——PBRS9%% | BRS80S —#—FKFS100

O-7D8M1  —=—FKS560 | ——FKPH9  ——FKP42M | ——FKP584 ——FKF689
Tioin —— Teancnm —Tenom

12 [ 20 120

aﬂ -uﬂ' ﬂu

Ly 10 o 5 100 -

H g |2

= B0 = B = =0

[ = )

%m ﬁ i = 60 4

o L = 40 T 40

[~ 8 - =3 i : :

s <0 ] & 10 < -0

2 0 {Ieesr 20 - -

= = o

= 1234567809104 1234567 89100F [ 2345678910

Jours Jours Jours

Figure 13. Evolution dans le temps du taux de germination des graines de luzerne
sous l'effet de 12 souches rhizobactériennes stimulatrices de la croissance végétale.

B. Effet sur la longueur des radicules des graines germées

Les résultats obtenus de l'effet des souches rhizobactériennes sur la longueur des
radicules de la luzerne sont présentés dans la figure 14. Ces résultats révélent des
valeurs chez les différents traitements toutes supérieures a celle du témoin, avec des
différences statistiquement significatives de 8 d’entre elles. Ainsi, une différence trés
hautement significative (P=0,000) a été obtenue suite a l'inoculation des graines par les
souches FKP449,BRS983, FKF5100, FKS560, FKP424 et BRS895 qui ont assuré des taux
d’accroissement de la longueur des radicules allant de 156,3% a 276,5% comparativement
au témoin. Les souches FKP584 (P=0,004) et FKS587 (P= 0,028) ont révélé une différence
hautement significative; alors que la différence était non significative avec les 4 souches
BRP896, ZDS241, FKS454 et FKF689.
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Figure 14. Effet des souches rhizobactériennes sur la
longueur des radicules des graines germées de la luzerne.

Les moyennes avec les mémes lettres ne présentent pas de signification au seuil a= 5%
selon le test de Tukey. Les barres verticales représentent I'erreur standard des moyennes

En conclusion, les résultats obtenus avec les souches FKP449 et FKF5100 sont les
meilleurs, si nous prenons en considération 'ensemble des paramétres étudiés.
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2.2.2.5 Effet sur I'orge

A. Effet sur la vitesse de germination des graines

Les graines de l'orge ont germé avec une allure généralement homogéne pour
'ensemble des souches (Fig.15). Nous constatons d’aprés cette figure que les souches
rhizobactériennes ont exercé un effet accélérateur de la germination. Les graines chez
I'ensemble des traitements inoculés ont commencé a germer le o®me jour avant le témoin
dont la germination a débuté un jour aprés. Le meilleur taux de germination pendant le otme
jour était de 43% pour les deux souches BRS983, FKF5100. Au 3emejour, alors que le taux
de germination chez le témoin était de 17%, un taux de 77% était déja enregistré chez les
graines traitées par la souche FKF5100. La méme souche est arrivée a 100% de germination

le 5°M€ jour alors que le témoin était a 73%. Jusq’au geme jour, toutes les souches ont

causé le maximum de germination (100%) y compris les souches ZDS241,FKS454,FKF689
pour lesquelles le maximum de germination des graines inoculées s’est stabilisé a 97%.
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Figure 15. Evolution dans le temps du taux de germination des graines d’orge
sous l’effet de 12 souches rhizobactériennes stimulatrices de la croissance végétale.

B. Effet sur la longueur des radicules des graines germées

Nous constatons, d’aprés la figure 16 que I'ensemble des souches ont eu un effet
stimulateur de la croissance des radicules des graines germées de I'orge comparativement
au témoin. Une différence trés hautement significative (P=0,000) a été enregistrée avec les
souches FKF5100, FKS560, BRS983, FKP449 et FKP424 qui ont causé une augmentation
de la longueur allant de 112,6% a 146,6%. Les souches BRS895 (P=0,001) FKP584
(P=0,001) et ZDS241 (P=0,035) ont eu un effet stimulateur significativement différent
du témoin de l'ordre de 61,7% a 87,7% ; tandis que l'effet des souches FKS587,
FKS454,FKF689 et BRP896 était non significatif.

45



Role des PGPR « Plant Growth Promoting Rhizobacteria » dans la croissance végétale et la lutte
contre les phanérogames parasites

46

]
e et
%10 o def der
z s
= bed alie
- G abe als
£
54
§ :
{l
i o £ @ B I
& qgép A .ﬁﬁb 4_51"?' & 4
& 4 & & 4 '

Souches rhizobacterlennes
Figure 16. Effet des souches rhizobactériennes sur
la longueur des radicules des graines germées de l'orge.

Les moyennes suivies par différentes lettres sont significativement différentes selon
le test de Tukey au seuil de 5%. Les barres verticales représentent I'erreur standard des
moyennes.

Conclusion: a partir des résultats des tests précédents sur I'orge nous pouvons déduire
que la souche FKF5100 a donné les meilleurs résultats comparativement aux autres
souches et le témoin.

2.2.2.6 Effet sur le blé

A. Effet sur la vitesse de germination des graines

Les résultats de I'effet des souches rhizobactériennes sur la vitesse de germination
des graines du blé sont représentés par la figure 17. Les graines chez le témoin et celles

traitées par la souche ZDS241 ont commencé a germer le 3eme jour avec des taux de 20 et
23%, respectivement, alors que celles inoculées par le reste des souches ont commencé a
germer un jour auparavant. Le meilleur résultat a été obtenu avec la souche FKP424 avec
un taux de germination de 53%. L'augmentation du taux de germination a été enregistrée

avec toutes les souches jusqu’au e°Me jour ou le maximum de germination de 100% était
atteint suite a I'application des souches BRS895,BRS983 etFKP449 ; alors que ce taux n'a

pu étre atteint par le témoin que 48h apreés (au getme jour).
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Figure 17. Evolution dans le temps du taux de germination des graines de blé dur
sous l'effet de 12 souches rhizobactériennes stimulatrices de la croissance végétale.

B. Effet sur I’élongation des radicules des graines germées

Toutes les souches rhizobactériennes ont stimulé la croissance des radicules du
blé tandis que l'effet de certaines d’entre elles n’était pas statistiquement différent du
témoin (Fig. 18). Les souches FKF5100, FKP449, BRS983, FKS560, FKP424, BRS895,
FKP584 ont causé une augmentation trés hautement significative (P=0,000) de la
longueur des radicules allant de 80,9% a 129,2% Comparativement au témoin. Leffet
des souches FKS454 et FKF689 était significativement différent du témoin (jusqu’a 63,6%
d’augmentation) ; alors que celui des souches ZDS241, FKS587 et BRP896 n’était pas
statistiquement différent du témoin.
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Figure 18. Effet des souches rhizobactériennes sur
la longueur des radicules des graines germées de blé dur.

Les moyennes suivies par différentes lettres sont significativement différentes selon
le test de Tukey au seuil de 5%. Les barres verticales représentent I'erreur standard des
moyennes.

Conclusion: d’aprés les résultats des trois paramétres étudiés, nous pouvons dire que
les souches FKP424, FKP449, BRS983 et FKF5100 étaient les meilleures sur 'ensemble
des souches testées.

47



Réle des PGPR « Plant Growth Promoting Rhizobacteria » dans la croissance végétale et la lutte
contre les phanérogames parasites

2.2.2.7 Effet sur la tomate

A. Effet sur la vitesse de germination des graines

L'effet des souches rhizobactériennes sur la vitesse de germination des graines de la
tomate est illustré par la figure 19. Nous remarquons, d’aprés les résultats, que chez tous
les traitements, témoin y compris, la germination a commencé le geme jour, jour pendant
lequel les souches FKS560, FKF5100 ont atteint le taux maximal de germination (100%). Au
4emejour, les souches FKF689, BRS983 et le témoin ont atteint le maximum de germination
(100%). Au 5°™M€ jour, les souches FKS454 (100%), FKP424 (100%) et BRP896 (85%)
ont atteint leur maximum de germination. Le maximum de germination au geMme jour a été
enregistré avec les souches BRS895 (100%), FKP449 (100%), FKS587 (86%), FKP584

(85%) et ZDS241 (80%).
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Figure 19. Evolution dans le temps du taux de germination des graines de tomate
sous l’effet de 12 souches rhizobactériennes stimulatrices de la croissance végétale.

B. Effet sur la longueur des radicules des graines germées

Il ressort des résultats présentés dans la figure 20 que deux souches uniquement,
FKS560 et BRS983, parmi les 12 testées ont stimulé la croissance des radicules avec des
taux de stimulation de I'ordre de 58 ,1% et 68,8%, respectivement comparativement au
témoin. Les autres souches ont eu des effets non significatifs sur la longueur des radicules.
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Figure 20. Effet des souches rhizobactériennes sur
la longueur des radicules des graines germées de tomate.

Les moyennes suivies par différentes lettres sont significativement différentes selon
le test de Tukey au seuil de 5%. Les barres verticales représentent I'erreur standard des
moyennes.

Conclusion : d’aprés les résultats des trois paramétres étudiés nous pouvons déduire
que les souches FKF5100, FKS560 et BRS983 étaient les meilleures sur 'ensemble des
souches testées.

2.3 Analyse globale de I'effet de ’ensemble des souches

L'Analyse en Composantes Principales (ACP) réalisée sur les résultats de l'effet des
souches rhizobactériennes sur les taux de germination des espéces cultivées et la longueur
des radicules a permis de regrouper les souches en trois groupes (Fig. 21):

Le premier groupe contient les souches rhizobactériennes codées FKF5100, FKS560,
BRS983 et FKP449 qui se caractérisent par leur pouvoir avéré de stimulation de la
croissance pour 'ensemble des paramétres étudiés, et les souches rhizobactériennes
codées FKP424, BRS895 et FKP584, moyennement efficaces en terme de
stimulation de la croissance.

Le deuxiéme groupe est constitué des souches BRP896, FKS584, FKF689, FKS454,
qui se caractérisent par un faible effet ou d’inhibition sur certains caractéres étudiés.

Le troisiéme groupe est constitué uniqguement de la souche ZDS241qui se caractérise
par des inhibitions nettement remarquables notamment sur la germination de la
tomate.

Par ailleurs, TACP complétée par une classification ascendante hiérarchique(CAH) (Fig.
22) a classé les traitements étudiés en deux groupes distincts a une distance euclidienne
de similitude de 20. Le premier groupe (l) contient le témoin et le deuxiéme groupe (ll)
contient toutes les souches rhizobactériennes et se divise en deux sous groupes distincts
a une distance euclidienne de similitude de 1,7. Le premier sous groupe (S1) englobe
la souche ZDS241 et le deuxiéme sous groupe (S2) représente le reste des souches et
se divise en deux branches distinctes a une distance euclidienne de similitude de 1,4.
La premiere (B1) est constituée des souches FKF5100, FKS560, BRS983 et FKP449 qui
se caractérisent par leur pouvoir avéré de stimulation de la croissance pour 'ensemble
des caractéres étudiés. La deuxiéme (B2) est constituée des souches FKP424, BRS895,
FKP584, BRP896, FKS587, FKF689 et FKS454 moyennement efficaces en terme de
stimulation de la croissance pour 'ensemble des caractéres étudiés.
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Figure 21. Représentation des souches rhizobactériennes en deux dimensions (ACP).
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Figure 22. Dendrogramme de la classification ascendante
hiérarchique(CAH)des souches rhizobactériennes en fonction des caractéres étudiés.

3. Effet des deux souches rhizobactériennes sélectionnées,
codées FKF5100 et FKS560 sur la croissance de quelques espeéces
cultivées en pots

3.1 Effet sur ’émergence des plantules des espéces cultivées

La figure 23 représente les résultats de I'effet des souches codéesFKF5100 et FKS560,
testées en pots sous forme de formulation et de suspension bactérienne, sur le taux
d’émergence des plantules de la féve, de pois chiche, de I'orge et du blé. En générale,
nous constatons que quel que soit le mode d’application, les deux souches ont stimulé
I'’émergence de I'ensemble des espéces cultivées testées comparativement aux témoins
correspondants. Appliquée sous forme de formulation «Pesta», la soucheFKF5100 a causé
des taux d’émergence de l'ordre de 95% chez la féve, le pois chiche et 'orgeet 97 ,5%
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chez le blé. Alors que I'application de la méme souche en suspension a entrainé des taux
d’émergence de 90% chez la féve et le pois chiche et de 95% chez le blé et 'orge. Quant a
la souche FKS560, les taux d’émergence étaient les mémes chez la feve et le pois chiche
(90%) quel que soit le mode d’application, alors qu’une légere amélioration a été obtenue
avec la formulation chez le blé et 'orge comparativement a la suspension (95% avec la
formulation contre 90% et 92,5%, respectivement avec la suspension bactérienne).
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Figure 23. Effet des souches rhizobactériennes codées
FKS560 et FKF5100, appliquées sous forme de suspension ou de
formulation, sur 'émergence des plantules de quatre especes cultivées.

Les moyennes suivies par différentes lettres sont significativement différentes selon
le test de Tukey au seuil de 5%. Les barres verticales représentent l'erreur standard des
moyennes. Témoin F : témoin formulation. Témoin S : témoin suspension.

3.2 Effet sur la longueur des tiges des espéces cultivées en pots

D’aprés les résultats illustrés par les figures 24 et 25, nous constatons que les deux souches
rhizobactériennes ont stimulé la croissance des tiges des espéces cultivées en pots quel
que soit le mode d’application compapartivement aux témoins non inoculés.

Appliquées sous forme de formulation, la souche FKS560 a entrainé un accroissement
de la longueur des tiges de 'ordre de 59,3%, 38,8%, 16,7% et 18,9% chez la féve, le pois
chiche, l'orge et le blé, respectivement ; devant 48,5%, 36%, 16,5% et 10,7% chez les
mémes cultures, respectivement lorsque l'inoculum est apporté sous forme de suspension
bactérienne.

La méme tendance a été observée avec la souche FKF5100 qui a causé un
accroissement de la longueur des tiges de I'ordre de 82,2%, 94%, 27,8% et 15,6% chez
la feve, le pois chiche, l'orge et le blé, respectivement lorsqu’elle est appliquée sous forme
de formulation. Des taux d’accroissement de 'ordre de 77,9%, 86%, 27,8% et 35,7% chez
les mémes cultures respectivement, ont été obtenus avec la suspension bactérienne de la
méme souche.

D’autre part, les résultats obtenus révelent une meilleure efficacité de la souche
FKF5100 qui a assuré une stimulation de la croissance des tiges pour I'ensemble des
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espéeces cultivées, la feve et le pois chiche en particulier, meilleure que celle obtenue avec
la souche FKS560 quel que soit le mode d’application de I'inoculum.
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Figure 24. Effet des souches rhizobactériennes codées
FKS560 et FKF5100 appliquées sous forme de suspension ou de
formulation sur la longueur des tiges de quatre especes cultivées.

Les moyennes suivies par différentes lettres sont significativement différentes selon
le test de Tukey au seuil de 5%. Les barres verticales représentent I'erreur standard des
moyennes.

Témoin F : témoin formulation. Témoin S : témoin suspension.
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Figure 25. Effet en pots des souches rhizobactériennes codées
FKF5100 (3) et FKS560 (2), sur la longueur des tiges et des racines
de quatre especes cultivées (Vicia faba L.) (A), Cicer arietinum L. (B),
Triticum durum Desf. (C), Hordeum vulgare L. (D), appliqués sous forme de
formulation (F) ou de suspension bactérienne (S), (1) Témoin non inoculé.

3.3 Effet sur le poids sec des parties aériennes des espéces cultivées

Globalement, il ressort des résultats présentés par la figure 26 ce qui suit :

les deux souches rhizobactériennes FKF5100, FKS560 ont assuré une augmentation
significative du poids sec de la partie aérienne des espeéces cultivées testées

quel que soit le mode d’application de I'inoculum comparativement aux témoins
correspondants, sauf dans le cas du pois chiche traité par la souche FKS560 sous
forme de suspension bactérienne ou 'augmantation n’était pas significative.

quelle que soit la souche rhizobactérienne, I'application de I'inoculum sous forme
de formulation « Pesta » a assuré une meilleure efficacité que les suspensions
bactériennes.

la souche FKF5100 s’est révélée plus efficace que la souche FKS560 quel que soit le
mode d’application de l'inoculum.

appliquée sous forme de formulation, la souche FKF5100 a entrainé un
accroissement du poids sec de la partie aérienne de I'ordre de 100%, 109,1%,
126,4% et 61,86% chez la féve, le pois chiche, I'orge et le blé, respectivement; devant
89,5%, 110%,100% et 248,5% chez les mémes cultures, respectivement quand elle
est appliquée sous forme de suspension bactérienne.

la formulation de la souche FKS560 a causé un accroissement du poids sec de la
partie aérienne de I'ordre de 82,5%, 71,1%, 75,5% et 111,1% chez la féve, le pois
chiche, I'orge et le blé, respectivement; devant 57,9%, 75%, 88,9% et 187,9% chez
les mémes cultures, respectivement assurés par la suspension bactérienne.
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Figure 26. Effet des souches rhizobactériennes codées FKS560
et FKF5100, appliquées sous forme de suspension ou de
formulation, sur le poids sec des tiges de quatre espéeces cultivées.

Les moyennes suivies par différentes lettres sont significativement différentes selon
le test de Tukey au seuil de 5%. Les barres verticales représentent I'erreur standard des
moyennes.

3.4 Effet sur le poids sec des racines des espéces cultivées

Les résultats de I'effet des deux souches rhizobactériennes codées FKF5100 et FKS560
sur le poids sec des racines des quatre plantes cultivées sont représentés par la figure 27.

La souche FKF5100 a causé une augmentation significative du poids sec des
racines chez toutes les plantes inoculées quel que soit le mode d’application. Néanmoins,
la rhizobactérie apportée sous forme de formulation a assuré une meilleure efficacité
comparativement a la suspension bactérienne. Ainsi, la formulation a entrainé un
accroissement du poids sec des racines de I'ordre de 86,7%, 66,7%, 70% et 86,7% chez
la féve, le pois chiche, I'orge et le blé, respectivement devant 80% 72,7%, 80,1% et 58,8%
chez les mémes cultures, respectivement avec la suspension rhizobactérienne.

La souche FKS560, par contre, n’a pu causer un accroissement du poids des racines
statistiquement différent du témoin que chez le pois chiche traité avec la formulation et le
blé et I'orge traités avec la suspension bactérienne. Cet accroissement était de I'ordre de
58% chez le pois chiche, 70,2% chez 'orge et 126,2% chez le blé.
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Figure 27. Effet des souches rhizobactériennes codées FKS560 et FKF5100
appliquées sous forme de suspension ou de formulation, sur le poids sec des
racines de quatre espéces cultivées. Les moyennes suivies par différentes
lettres sont significativement différentes selon le test de Tukey au seuil de
5%. Les barres verticales représentent I'erreur standard des moyennes.
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4. Effet antagoniste des souches rhizobactériennes codées
BRS983,FKS560 et FKF5100 a I’égard des adventices parasites
Orobanche crenata Forsk. et Cuscuta campestris Yuncker

4.1 Effet sur la germination des graines de Cuscuta campestris in vitro

4.1.1 Effet direct

Les résultats de I'effet des souches rhizobactériennes BRS983, FKS560 et FKF5100 in
vitro sur la germination des graines de C. campestris sont présentés dans le tableau
7 et illustrés par la figure 29A. Nous pouvons constater que les trois souches ont
provoqué respectivement des taux de germination de l'ordre de 24,8%, 18,6% et 14,7%
comparativement au témoin non inoculé (29,4%) ; ce qui correspond a des réductions de
germination des graines du parasite de I'ordre de 15,5%, 36,6% et 49,9% respectivement.
Néanmoins, I'effet significatif sur le taux de germination des graines de C. campestris a été
noté uniquement avec les souches rhizobactériennes codées FKS560 et FKF5100.

Tableau 7. Effet in vitro des souches rhizobactériennes codées FKS560, FKF5100 et BRS983sur la

germination des graines de Cuscuta campestris Yuncker.

Traitements | Taux de germination de C. Réduction* (%)
campestris (%)

Témoin 29,40 +/0,55 |a |/

BRS983 24,84 +/0,88 la 155

FKS560 18,64 +1,31 |b |36,6

FKF5100 14,73 +10,94 [c 49,9

*Réduction du taux de germination des graines de Cuscuta campestris Yuncker
comparée au témoin non inoculé. Les valeurs (moyenne + erreur standard) de chaque
colonne suivies par des lettres différentes sont significativement différentes du témoin non
inoculé au seuil de 5% selon le test de Tukey. Les valeurs sont les moyennes d’une
expérimentation avec quatre répétitions.

4.1.2 Effet indirect

Nous pouvons constater du tableau 8 que les 3 souches codées BRS983, FKS560 et
FKF5100 ont assuré des réductions du taux de germination des graines de C. campestris
de l'ordre de 39,8%, 54,2% et 88,6%, respectivement, comparativement au témoin non
inoculé.La figure 29B illustre I'effet indirect des trois souches rhizobactériennes sur la
germination des graines du parasite

Tableau 8. Effet indirect des souches rhizobactériennes codées BRS983, FKS560 et FKF5100 sur le taux

de germination des graines de Cuscuta campestris Yuncker

Traitements Taux de germination des graines de C. | Réduction * (%)
campestris (%)

Témoin 29,80 + 13,75 |a /

BRS983 17,94 + 1,07 |b 39,8

FKS560 13,65 + /1,40 |b 54,2

FKF5100 3,39 + 2,07 c 88,6
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*Réduction du taux de germination des graines de Cuscuta campestris Yuncker
comparée au témoin non inoculé. Les valeurs (moyenne + erreur standard) de chaque
colonne suivies par des lettres différentes sont significativement différentes du témoin non
inoculé au seuil de 5% selon le test de Tukey. Les valeurs sont les moyennes d’une
expérimentation avec quatre répétitions.

4.2 Effet sur ’émergence des plantules de Cuscuta campestris Yuncker

Les résultats de l'effet des 3 souches rhizobactériennes testées sur 'émergence des
plantules de C. campestris montrent une tendance a la stimulation de 'émergence bienque
les taux d’émergence obtenus n’étaient pas statistiquement différents du témoin non
inoculé. La méme tendance est valable pour les résultats de la longueur des plantules
émergées de C. campestris (Fig. 28).

Tableau 9.Effet des souches rhizobactériennes codées FKF5100, BRS983 et FKS560 sur I’émergence et
la longueur des plantules de Cuscuta campestris Yuncker.

Traitements Taux d'émergence de C. campestris Longueur des plantules de C.
(%) campestris (cm)

Témoin 37,50+ 11,81 a 4,89+0,47 a

BRS983 40,00 + 04,08 a 6,35+1,12a

FKS560 42,50 £ 09,46 a 6,14 £ 0,74 a

FKF5100 52,50 £ 11,09 a 6,09+1,38a

Les valeurs (moyenne * erreur standard) de chaque colonne suivies par les mémes
lettres ne sont pas significativement différentes du témoin non inoculé au seuil de 5%
selon le test de Tukey. Les valeurs sont les moyennes d’'une expérimentation avec quatre
répétitions.

Temoin BRSP83 FKS5a0 FEES100

Figure 28. Emergencedes plantules de Cuscuta campestris Yuncker (fléche).
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4.3 Effet in vitro des souches rhizobactériennes codées BRS983, FKS560 et
FKF5100 sur le taux de germination et I’élongation des tubes germinatifs des
graines d’Orobanche crenata Forsk.

Le tableau 10, récapitule les résultats de l'effet des 3 souches rhizobactériennes sur
la germination des graines d’O. crenata et la longueur des tubes germinatifs. On peut
constater que les souchesBRS983, FKS560 et FKF5100 ont donné les taux de germination,
respectivement de I'ordre de 33,4%, 28,3% et 18,2% devant 57,5% chez le témoin. Les
résultats obtenus sont tous significativement différents du témoin et correspondent, a des
réductions des taux de germination de 'ordre de 42%, 50,9%, 68,3% respectivement.

D’aprés les résultats obtenus nous pouvons également constater que seules les
souches rhizobactériennes codées FKS560 et FKF5100 ont entrainé des longueurs
moyennes des tubes germinatifs des graines germées du parasite statistiquement
différentes du témoin et correspondant a des réductions de l'ordre de 35,5% et61,3%,
respectivement.

4.4 Production du cyanure d’hydrogéne (HCN)

Le test de production du cyanide par les trois souches rhizobactériennes FKF5100, FKS560
et BRS983 n’a révélé aucun changement de couleur de picrate de sodium comparativement
aux témoins avec ou sans glycine (Fig. 30). De ce fait, on peut conclure que les souches
n’ont pas un pouvoir cyanogénique.

Tritemerts Fermination des graines Réduction® Longueur dn tube gerninatif’ Eéductiomt+
d° 0 creneta (V) [%4) [prm) (%)
Témoin 5053+ 803 a ! 4475 ¢ 450 b !
BRS983 33,3 + 107 b 41,9 4221 + 849 b HE
FES580 28,27 + 228 b 50,85 2887 ¢ 285 a 35,45
FEF5100 18,22 + 5375 ¢ 62,32 17353 + 490 a 81,27

Tableau 10.Effet in vitro des souches rhizobactériennes codées
BRS983, FKS560 et FKF5100 sur le taux de germination des graines
d’Orobanche crenata Forsk.et la longueur des tubes germinatifs.

*Réduction du taux de germination des graines d’O. crenatacomparée au témoin non
inoculé. **Réduction de la longueur des tubes germinatifs d’O. creneta comparée au témoin
non inoculé. Les valeurs (moyenne * erreur standard) de chaque colonne suivies par des
lettres différentes sont significativement différentes du témoin non inoculé au seuil de 5%
selon le test de Tukey. Les valeurs sont les moyennes d’une expérimentation avec quatre
répétitions. NS : différence non significative.
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Figure 29. Effet des souches rhizobactériennes FKF5100, BRS983 et
FKS560 sur la germination des graines de Cuscuta campestris et (A et B)
d’Orobanche crenata (C) et surla longueur des tubes germinatifs (a - e).

al Tube germinatif du témoin non bactérisé. b/ Tube germinatif bactérisé. ¢/ Bifurcation
et nécrose du tube germinatif. d/ Bifurcation du tube germinatif. e/ Nécrose du tube
germinatif.
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Figure 30. Test de production du cyanide par les trois souches
rhizobactériennes FKF5100, FKS560 et BRS983. (A) avec glycine (B) sans glycine.
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La sélection que nous avons menée sur les 101 souches isolées et purifiées des différents
échantillons provenant de régions infestées ou non par Orobanche crenata, a savoir les
régions de Tagourait, Zeralda et Fouka, nous a permis d’identifier 12 (11,9%) souches
rhizobactériennes stimulatrices de la croissance végétale ou (PGPR). Le pourcentage de
PGPR obtenu dans ce travail est supérieur a celui rapporté par Zermane (2005) a savoir
PGPR d’un total de 337 souches rhizobactériennes soit 5%, dans ses recherches sur le
potentiel des rhizobactéries pour le controle des adventices parasites du genre Orobanche.

Les 12 souches PGPR sélectionnées proviennent de différentes régions
géographiques : 8 souches (soit 66,7%) de Fouka, 3 souches (25%) de Tagourait et
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1 souche (8,3%) de Zeralda. En outre, 56,4% de ces souches sont originaires de la
rhizosphére, et 43,4% du rhizoplan des racines de féve ou de petit pois. Cette présence,
dans des conditions écologiques différentes, refléte le caractére adaptatif des souches
PGPR qui a été signalé par Latour etal . (1996) concernant des souches de Pseudomonas
fluorescens. Par ailleurs, la faculté de s’adapter a différents milieux peut étre due a
la compétitivité des PGPR vis a vis des autres communautés microbiennes telluriques
(Yang et Crowley, 2000 ; Antoun et Prévost, 2005). La compétitivité des souches
rhizobactériennes doit étre prise en considération pendant la sélection (Hynes et al .,
2008).

La présélection des souches PGPR a été menée in vitro par le biais d’'un bio-test de la
laitue mené en deux étapes, qui nous a permis de présélectionner 25 souches PGPR dans
la 1ére eme

étape et 12 souches ont conservé leur potentiel stimulateur lors de la 2 étape.

Globalement, il ressort des résultats obtenus de I'’évaluation des 12 souches PGPR
sélectionnées sur a longueur des radicules des espéces cultivées, que toutes les souches
ont gardé leur pouvoir de stimulation de la croissance décelé par le bio-test de la laitue sauf
I'effet de quelques souches sur la tomate. Nous pouvons donc déduire I'efficacité du bio-
test de la laitue pour détecter le potentiel stimulateur des bactéries rhizosphériques. Cette
efficacité est prouvée encore une fois par les résultats des essais in vivo sur les 4 espéeces
cultivées testées concernant les parameétres : taux d’émergence des plantules, longueur
des tiges et poids sec des tiges et des racines.

D’aprésles travaux de Zermane (2005), ce bio-test est efficace également pour
présélectionner des rhizobactéries inhibitrices de la croissance. Ainsi, 70,3% et 83,3% des
rhizobactéries inhibitrices testées in vitro ont gardé leur effet antagoniste dans les essais in
vivo a I'égard d’O. crenata et O. foetida, respectivement.

Les souches ayant gardées leur pouvoir stimulateur de la croissance a I'issu du biotest
de la laitue, ont été testées sur une gamme de plantes (féve, pois chiche, petit pois, blé,
orge, luzerne et tomate) parmi les plus cultivées en Algérie. Ce sont soit des plantes hbtes
de I'orobanche et/ou de la cuscute, soit des espéces souvent utilisées en rotation avec des
cultures hotes ou des espéces utilisables dans la lutte contre les plantes parasites en qualité
de plantes faux héte ou de plantes piéges, (Ferna'ndez-Aparicio et al. , 2007). Nous
avons donc jugé intéressant d’évaluer I'effet des rhizobactéries présélectionnées sur ces
espéces.

Compte tenus des multiples modes d’action des PGPR et leur spécificité vis-a-vis des
différentes espéces, faire recours aux tests in vitro augmente I'efficacité de la sélection des
souches intéressantes (Barriuso etal .,2008). Généralement c’est une étape de sélection
intermédiaire avant de passer aux tests in vivo ou en pleins champs pour éviter tous risques
éventuels de désamination des souches non intéressantes.

Les tests in vitro des 12 souches stimulatrices de la croissance sur la germination
des graines des espéces cultivées nont pas révélé de différences significatives
comparativement aux témoins non inoculés, sauf avec la tomate ou nous avons enregistré
des inhibitions significatives, contrairement aux travaux de Zermane (2005). Selon cet
auteur, les tests in vitro de Ralstonia picketii Bzc76 sur la germination des graines de la
feve ont donné 26% de promotion de la germination par rapport au témoin. Par ailleurs,
les travaux de Kaymak et al . (2009) ont prouvé l'effet promoteur des souches
d’Agrobacterium rubi A 16, Burkholderia gladii BA 7, Psoudomonas putida BA 8, Bacillus
subtilis BA 142 et Bacillus megaterium M3, de la germination de semences du radis.
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En outre, la cinétique de I'évolution des taux de germination des graines des espéces
cultivées traitées par les douze souches testées était, chez la plupart des traitements,
meilleure que celle des témoins non traités. Ces résultats sont en concordance avec ceux
obtenus par Zermane (2005) suite a l'inoculation des graines de féve avec une souche
PGPR de Ralstonia picketii et de Benchabane (2005) aprés traitement des semences
detrois variétés de blé dur (cv. Mohamed Ben Bachir, Oued Zenat, et Vitron) par la souche
T9 de Pseudomonas fluorescens.

Les tests in vivo sont généralement utiles pour assurer des conditions
d’expérimentation similaires aux conditions d’application définitive des rhizobactéries,
notamment en présence d’autres microorganismes qui peut donner une idée sur
leur compétitivité. Dans notre travail, nous avons testé en pots les deux souches
rhizobactériennes les plus prometteuses, codées FKF5100 et FKS560, sur la croissance de
quatre plantes cultivées (blé, orge, féve et petit pois). Quel que soit le mode d’application,
'apport des deux rhizobactéries a entrainé une amélioration statistiquement significative
des paramétres de la croissance étudiés comparativement aux témoins non bactérisés.

La promotion des autres paramétres de croissance : longueur des tiges, poids sec
des tiges et racines, peut étre due a la production des phytohormones. Plusieurs travaux
ont démontré la production des phytohormones par des souches PGPR des genres
Pseudomonas, Azotobacter et Bacillus (Halda-Alija, 2003 ; Hafeez etal ., 2006 ;
Ahmed etal ., 2008). Des souches de Pseudomonas spp. ont été sélectionnées par Ahn
etal . (2007) pour leur effet promoteur de la longueur de la racine et le poids sec total de la
plante. D’autres souches de Pseudomonas fluorescens biotype G (ACC-5), Pseudomonas
fluorescens (ACC-14), et Psoudomonas putida biotype A (Q-7) testées sur le petit pois ont
été sélectionnées pour leur effet promoteur du poids sec et frais, de la longueur de la tige, la
longueur des racines et le nombre de feuilles par plant (Zahir etal .,2008). Les recherches
de Debora etal . (2007) suggérent que la stimulation de la croissance des plantes peut
étre due au pouvoir des souches PGPR a améliorer la nutrition des plantes a l'instar de
la solubilisation du phosphate non assimilable par les plantes. Elle peut étre indirecte par
'amélioration de I'état sanitaire des plantes (Cook et al ., 1995)

Les résultats obtenus révélent également une meilleure efficacité des souches testées
lorsqu’elles sont appliquées sous forme de formulation. Le choix de la formulation adéquate
est trés important pour améliorer la longévité des rhizobactéries lors de I'entreposage et
augmenter la compétitivité en plein champ des souches formulées (Hegde, 2002 ; Zahir
etal. ,1998).

En plus de la promotion des paramétres de croissance, les différents essais sur
'antagonisme des trois souches rhizobactériennes codées FKF5100, FKS560, BRS983
ont révélé des potentialités importantes dans la lutte contre les deux plantes parasites O.
crenata et C. campestris. D’aprés (Ramamoorthy etal .,2001), la souche Pseudomonas
fluorescens Pf1 s’est révélée efficace pour la lutte contre certains agents phytopathogénes
par leur pouvoir a produire des sidérophores, de 'HCN, et des antibiotiques tel que DAPG
et pyoleuterin. Le DAPG est un antibiotique connu pour son pouvoir inhibiteur d’'une large
gamme de champignons telluriques phytopathogénes (Duffy et al ., 2004).

Les résultats de nos essais sur la germination d’O. crenata et C. campestris ont
démontré I'efficacité des souches rhizobactériennes codées BRS983, FKS560 et FKF5100
dans la réduction du taux de germination des graines d’O. crenata de I'ordre de 42%, 50,9%,
68,3%, respectivement par rapport au témoin non inoculé, et du taux de germination des
graines de C. campestris de I'ordre de 15,5%, 36,6% et 49,9%, respectivement par rapport
au témoin.
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Les résultats obtenus par Zermane (2005) ont révélé un effet plutot stimulateur des
souches PGPR testées sur la germination des graines d’O. crenata. Les résultats de
Babalola etal . (2010a) ont démontré I'efficacité des souches de Pseudomonas, Klebsiella
oxytoca et Enterobacter sakazakki dans I'augmentation du taux de germinations suicides
des graines de Striga hermonthica en synthétisant des phytohormones.

L’effet inhibiteur ou stimulateur de la germination des graines des adventices parasites
peut étre bénéfique a la plante héte : le premier par la réduction de l'infestation et le second
par la réduction du stock semencier du sol.

La germination des graines des espéces du genre Orobanche (Orobanche et
Phelipanche spp.)est stimulée par plusieurs métabolites secrétés par la plante héte dont
leStrigolactone (Yoneyama etal . , 2010). Au laboratoire, la plante héte peut
étre substituée par I'apport de stimulants de germination synthétiques dont le GR24, un
analogue chimique du strigolactone (Mayzlish-Gati et al. , 2010). L'application in vitro des
trois souches rhizobactériennes BRS983, FKS560 et FKF5100 sur les graines d’O. crenata
stimulées par le GR24 a permis des réductions de la longueur des tubes germinatifs de
I'ordre de 5,6 %, 35,4%, 61,3%, respectivement comparativement au témoin non inoculé.
Cette réduction est accompagnée par la présence de nécroses et de ramifications des
tubes germinatifs. Ces effets semblent géner le développement des tubes germinatifs et
par conséquence peuvent étre impliqués dans I'antagonisme des souches testées contre
'orobanche. D’aprés Gonza’'lez-Verdejo etal . (2006) de telles anomalies sont dues a des
activités enzymatiques de peroxydases histochimiquement localisées au niveau du sommet
du tube germinatif et au niveau des jeunes structures soutérraines du parasite. L'excrétion
des composés toxiques inhibiteurs de la germination d’Orobanche ramosa causant des
nécroses des tubes germinatifs a été rapportée chez les plantes cultivées également dont
le tournesol par la synthése de « coumarines simples 7-hydroxylés » a I'égard d’Orobanche
cernua Loefl. ( Serghini etal .,2001).

Concernant la production des composés volatiles, le test in vitro des souches
rhizobactériennes codéesBRS983, FKS560, FKF5100 a révélé leur capacité d’inhiber la
germination des graines de cuscute a distance. Le potentiel des bactéries a produire des
composes organiques volatiles a été démontré contre les champignons ( Alstrom , 2001;
Wheatley, 2002 ; Kai ef al ., 2007). De méme, des tests in vitro ont prouvé I'effet des
composeés volatiles de réduction ou d’inhibition totale de la croissance mycéllienne ainsi que
des anomalies sur la forme des conidies (Chaurasia et al. , 2005).

Des métabolites secondaires et des Sesquiterpénes lactones émis par les racines des
plantes stimulent la germination des graines des plantes parasites Striga et Orobanche
(Chen etal ., 2004 ; Steeghs etal ., 2004 ; Akiyama et al ., 2005 ; Bouwmeester
etal .,2007).

Le cyanure d’hydrogéne (HCN) est un métabolite secondaire impliqué dans
I'antagonisme des rhizobactéries a I'égard des agents pathogénes (Schippers ef al .,
1990).Notre travail a prouvélincapacité des souches rhizobactériennes codées BRS983,
FKS560 et FKF5100 de produire le HCN ce qui nous améne a suggérer la production d’'un
autre composé responsable de la réduction de la germination des graines de cuscute a
distance.

En générale, nous avons constaté a partir des différents tests sur les paramétres
de croissance et l'antagonisme contre O. crenata et C. campestris que la souche
rhizobactérienne codée FKF5100 semble la plus efficace parmi les souches testées par un
double effet bénéfique. Ce caractére est trés prometteur pour I'application de cette souche

63



Réle des PGPR « Plant Growth Promoting Rhizobacteria » dans la croissance végétale et la lutte
contre les phanérogames parasites

64

a la fois en qualité de biopesticide et de biofertilisant parce qu’elle regroupe les deux effets,
assurant ainsi une économie du temps et de colt comparativement aux souches a effet
unique ou la combinaison de plusieurs souches a effet unique. Le pouvoir antagoniste de
cette souchea I'égard des deux plantes parasites permet son utilisation en cas de double
infestation qui est possible avec certains hotes sensibles aux deux plantes parasites. L'effet
de cette souche est simillaire a celui de la souche PGPR Serratia marcescens NBRI1213
sélectionnées sur le poivrier grimpant (Piper betle L.) pour son pouvoir de diminution de
l'infection par le Phytophthora et la stimulation de la croissance (81%) et le poids sec (68%)
des tiges, la longueur (152%) et le poids sec (290%) des racines de la plante héte.



CONCLUSION

CONCLUSION

Notre travail, dont I'objectif global était de sélectionner des souches rhizobactériennes a
la fois stimulatrices de la croissance des espéces cultivées de grand intérét agronomique
et ayant un pouvoir antagoniste contre deux espéces parmi les plus redoutables des
adventices parasites, a savoir Orobanche crenata Forsk. et Cuscuta campestris Yuncker,
nous a permis d’obtenir les résultats suivants :

L'isolement et |a purification des souches rhizobactériennnes des différents échantillons
provenant de la rhizosphére de la feve et du petit pois ont aboutis a I'obtention de 101
souches. Un premier bio-test de la laitue a donné 25 souches PGPR (soit 24,8% du total
des souches). Le deuxiéme bio-test de laitue nous a permis de retenir 12 (48%) souches
PGPR avec le meilleur taux de stimulation (142%) obtenu suite a I'application de la souche
FKF689.

L’évaluation in vitro des 12 souches PGPR sur différentes plantes cultivées comportant
la féve, le petit pois, le pois chiche, I'orge, le blé, la luzerne et la tomate, n'a pas eu d’effet
significatif sur le taux de germination de leurs graines. Concernant la vitesse de germination
des graines des espéces cultivées, on constate que d’'une fagon générale 'ensemble des
souches rhizobactériennes testées ont eu un effet accélérateur de la vitesse de germination
d’'un ou de deux jours comparativement au témoin non inoculé, sauf chez la tomate.

Les souches rhizobactériennes ont eu également un effet stimulateur de la longueur
des radicules des graines germées des espéces cultivées comparativement aux témoins
correspondants. Les meilleurs taux de stimulation ont été obtenus suite a I'application des
souches FKP424 (427,5%sur la feve et 370,5% sur pois chiche), BRS983 (368,8% sur la
tomamte), BRS895 (276,5% sur la luzerne et 89,3% sur petit pois), FKF5100 (146,6%sur
'orge et 129,2% sur blé).

Testées en pots sur la croissance de quatre espéces cultivées (féve, pois chiche,
orge et blé), les deux souches rhizobactériennes sélectionnées, codées FKF5100 et
FKS560 ont significativement stimulé 'émergence de I'ensemble des espéces cultivées
testées comparativement aux témoins correspondants quel que soit le mode d’application.
Néanmoins, la soucheFKF5100 appliquée sous forme de formulation « Pesta » a donné les
meilleurs taux d’émergence des plantules et qui étaient de I'ordre de 95% chez la féve, le
pois chiche et I'orgeet 97,5% chez le blé.

Les meilleurs taux d’accroissement de la longueur des tiges des espéces cultivées
testées ont été obtenus suite a I'application de la souche FKF5100 (82,2% et 94%
chez la féve et le pois chiche, respectivement avec la formulation, et 27,8% et 35,7%,
respectivement chez 'orge et le blé avec la suspension bactérienne).

Concernant le poids sec des parties aériennes des espéces cultivées testées, c’est
toujours la souche FKF5100 qui a donné les meilleurs résultats avec 100% et 126,4% de
stimulation, respectivement sur la féve et I'orge avec la formulation et 110% et 248,5% sur
le pois chiche et le blé respectivement avec la suspension.Quant a I'accroissement du poids
sec des racines sous l'effet des deux souches rhizobactériennes, les meilleurs résultats
obtenus étaient de 126,2% avec la formulation de la souche FKS560 sur le blé ; et 86,7%,
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80,1% et 72,7% sur la féve, le blé et le pois chiche, respectivement avec la suspension
de la soucheFKF5100.

Parmi trois souches rhizobactériennes testées in vitro sur le taux de germination
des graines de Cuscuta campestris Yuncker, la souche rhizobactérienne codée FKF5100
a causé les taux de réduction de germination les plus importants (49,9% lors de la
confrontation directe et 88,6% lors de la confrontation indirecte).

Concernant l'effet sur 'émergence des plantules de Cuscuta campestris, les trois
souches rhizobactériennes testées ont exhibé une tendance a la stimulation du taux
d’émergence sans différences significatives comparativement au témoin. La méme
tendance est valable pour les résultats de la longueur des plantules émergées de C.
campestris.

Par ailleurs, les meilleurs taux de réduction de la germination des graines d’O. crenata
Forsk. in vitro et la longueur des tubes germinatifs étaient de I'ordre de 68,3% et 61,3%,
respectivement comparativement au témoin non inoculé, suite a I'application de la souche
FKF5100.

Au terme de ce travail qui ouvre plusieurs perspectives de recherches, il serait
intéressant d’approfondir les investigations sur les souches les plus performantes aprés leur
identification afin de :

Déterminer leurs mécanismes d’actions directes (production des phytohormones,
assimilation et solubilisation des sels minéraux, induction de la résistance
systémique...) ou indirectes (compétition, production des sidérophores, antibiose,
production de composés volatiles...), impliqués dans leur potentiel stimulateur de
la croissance végétale ou antagoniste a I'égard d’Orobanche crenata et Cuscuta
campestris ainsi que d’autres bioagresseurs des cultures ;

identifier les métabolites actifs pouvant servir a I'élaboration de biopesticides ;

connaitre leur potentiel a promouvoir la tolérance des plantes cultivées aux différents
stress abiotiques ;

comprendre et modéliser les interactions entre les souches performantes et les
communautés microbiennes rhizorphériques notamment celles des bactéries
symbiotiques des légumineuses ;

caractériser le déterminisme génétique des différents mécanismes d’actions et
interactions, en utilisant les outils de biologie moléculaire et de bioinformatique, afin
de s’assurer de leur stabilité et reproductibilité ;

évaluer le potentiel des souches performantes a réduire l'infestation par les
phanérogames parasites sous serre et en pleins champs, et s’assurer de la spécificité
d’attaque contre les plantes parasites sans les plantes cultivées ni sa flore associée
d’agroécosystéme avec une approche d’agrobiodiversité ;

tester les souches performantes en plein champ pour déterminer les modalités de
leur utilisation a grande échelle sous I'effet des pratiques culturales, et améliorer

la performance de leurs formulations pour une utilisation unique ou combinée des
souches et en présence ou en absence des phanérogames parasites, afin d’évaluer
le potentiel des souches pour I'utilisation en programme de lutte intégrée ;
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