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Résume

Cette étude qui est réalisée pour la premiére fois, vise a explorer ’effet des isolats PGPR
obtenus a partir de la rhizosphére du Citrullus colocynthis capable de solubilisés le phosphate,
le potassium et synthétisés I’TAA sur la germination des graines de blé dur (Triticum durum
var. Vitron). En utilisant deux types d’inoculation directe et avec imbibition, de suivre
I’évolution de la germination dans différentes périodes. L’utilisation des outils d’analyse
statistique comme ANOVA pour le nombre de graines germées et la modélisation des indices
standard de germination par GLM ainsi 1’utilisation de GLMM pour la modélisation des
interactions significatives nous permet de constater que le mode d’inoculation par imbibition
améliore la germination des graines ainsi que pour la période de germination par contre le type
d’inoculation directe a causer la diminution de nombre de graines germées. Il est judicieux
d’approfondir les recherches sur le mode et le temps d’inoculation pour mieux cerner
d’avantage ’effet de ces PGPR sur la germination du blé dur, continuer le travail par
combinaison des PGPR avec d’autre substance stimulatrice de germination afin de mettre au

point un biofertilisateur.

Mots clés: PGPR ; Triticum durum var. Vitron; Citrullus colocynthis ; Germination des

graines



Abstract

This study, which is being carried out for the first time, aims to explore the effect of PGPR
isolates obtained from the rhizosphere of Citrullus colocynthis capable of solubilizing
phosphate, potassium and synthesized IAA on the germination of durum wheat seeds (Triticum
durum var. Vitron). Using two types of inoculation, direct and with imbibition, following the
evolution of germination in different periods. The use of statistical analysis tools such as
ANOVA for the number of germinated seeds and the modeling of standard indices of
germination by GLM thus the use of GLMM for the modeling of significant interactions allows
us to note that the mode of inoculation by imbibition improves the germination of the seeds as
well as for the period of germination on the other hand the type of direct inoculation caused the
reduction in the number of germinated seeds. It is wise to deepen research on the mode and
time of inoculation to better understand the effect of these PGPR on the germination of durum
wheat, continue the work by combining PGPR with other stimulating substance germination in

order to develop a biofertilizers.

Key words: PGPR; Triticum durum var. Vitron; Citrullus colocynthis ; Seed germination
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PGPR: plant Growth Promoting Rizobacteria
Ca: calcium
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Syntheése bibliographique

Introduction

La tache d'augmenter la production de blé est devenue écrasante. Il est urgent de
répondre a la demande croissante sous des contraintes telles que I'épuisement des ressources
naturelles, les fluctuations environnementales. La salinité, I'alcalinité, la carence en nutriments
et I'engorgement sont quelques-unes des principales contraintes affectant la culture du blé. La
faible capacitée d'infiltration du sol, la stagnation de l'eau et la réduction des activités
biologiques du sol ont un impact négatif sur la germination des semences de blé et la
productivité du sol.

Un large éventail de micro-organismes, allant de pathogene a bénéfique, interagir en
continu avec les plantes supérieures dans I'écosystéeme du sol, influengant la croissance,
développement et fonctions des plantes (Taghavi et al., 2009). Bactéries capables de coloniser
les systéemes racinaires et favoriser la croissance des plantes sont appelés rhizobactéries
(PGPR). Ces derniers peuvent affecter la croissance des plantes soit indirectement soit
directement. La promotion indirecte de la croissance des plantes se produit lorsque PGPR
atténuer ou prévenir les effets délétéres d'un ou de plusieurs organismes phytopathogénes. La
promotion directe de la croissance des plantes par PGPR consiste soit a fournir aux plantes
certains composés synthétisés par des bactéries ou faciliter I'absorption des nutriments du sol
(Glick, 1995 ; Lugtenberg & Kamilova,2009). D’autre part, les bactéries nuisibles de la
rhizosphéere sont définies comme des rhizobactéries qui inhibent la croissance des plantes sans
provoquer de symptdmes ou de maladie (Brimecombe et al., 2007)

L'utilisation de micro-organismes en agriculture est a un niveau faible malgré
I'investissement dans les travaux scientifiques. Les inoculant microbiens peuvent étre utilisés
comme alternative aux engrais chimiques en raison de l'effet néfaste des pesticides et des
insecticides. Promotion de la croissance des plantes les rhizobactéries (PGPR) sont de tels
groupes de bactéries qui colonisent la rhizosphere et améliorent la croissance des plantes
(Kloepper et Schroth1978).

Lorsqu'elles sont appliquées aux graines ou aux cultures, les rhizobactéries ameliorent
la croissance de la plante ou réduisent les dommages des agents pathogenes transmis par le sol
ou produire des composés comme les phytohormones, auxines, cytokinines et gibbérellines qui
stimulent la croissance des plantes (Dashti et al., 2000)

L'utilisation du PGPR peut étre utilisée a I'avenir pour améliorer la production agricole.
Les PGPR jouent également un role important dans I'amélioration de la croissance des racines

et agissent comme des concurrents microbiens efficaces dans la zone racinaire. Des effets
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significatifs ont été observés sur le blé. L'utilisation de PGPR réduit les agents pathogenes
transmis par le sol et améliore ainsi la croissance des plantes directement ou indirectement
(Laloo et al., 2017)

Notre travail s’enregistre dans 1’évaluation du pouvoir PGPR de cing isolats obtenus de
la rhizosphére du Citrullus colocynthis sur la germination des graines de blé dur (Triticum
durum var. Vitron) caractérisés par trois traits PGPR qui sont la production de 1’indole-3-acetic
Acid (IAA) et la solubilisation du Phosphate et le Potassium en utilisant deux types
d’inoculation directe et avec imbibition, de suivre I’évolution de la germination dans différentes

périodes

1.Généralités sur la rhizosphére

La rhizosphere 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 dernieres. C’est un
microécosytéme abritant les microorganismes qui sont constitués principalement d’algues
microscopiques, protozoa, des champignons et de bactéries, certains groupes sont
phytopathogénes d’autres sont bénéfiques a la plante (Raaijmakers ,2009). Cette partie du sol
est le siege d’interaction mutuelle entre le sol, ses microorganismes et la plante. Le terme
rhizosphére signifie étymologiquement rhiza "racine” et sphera "ce qui entoure »
(hiltner ,1904).

Mycorhizosphére

Figure 01. Schéma présente une coupe de larhizosphére (Stengel et Gelin, 1998)

la rhizosphere est ainsi une niche écologique qui « éveille » et stimule les diverses activités
microbiennes qui participeront trés significativement au fonctionnement du cycle de nutriments

majeurs et des oligo-éléments et aux transformations qui conduiront a des transferts vers les
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plantes, les eaux, I’atmosphére(Pedro .,2007),la rhizosphere serait le théatre de processus de
transformation de minéraux (par exemple, altération,...) intervenant dans le cycle des éléments
associes au cycle de I’eau et dont les acteurs et leurs jeux sont encore bien mal connus(Gobat
et al.,2003in Pedro2007).La rhizosphére est un environnement écologique remarquable
colonisé par de nombreux micro-organismes. Les communautés distinctes des micro-
organismes sont associées aux systemes racinaires de toutes les plantes supérieures (Khalid et
al., 2006). La rhizosphere est un environnement écologique remarquable colonisé par de
nombreux micro-organismes. Les communautés distinctes des micro-organismes sont associées
aux systémes racinaires de toutes les plantes supérieures (Khalid et al., 2006). Ces étres vivants
sont requis dans le processus de la décomposition et le recyclage des nutriments dans la
rhizosphére (Germida et al., 1998). Par ailleurs, la communauté microbienne joue un réle
notable dans 1’amélioration et la stabilisation de la structure du sol. Plusieurs études ont montré
que I’agrégation et la stabilité d’un sol dépendent de sa nature et de sa contenance en matiére
organique (Elustondo et al., 1990). La matiére organique produite par les racines a un effet
direct sur la stabilisation des agrégats du sol et indirect sur la stimulation des activités
microbiennes de la rhizosphére (Angers et Mehuys, 1989). Les communautés microbiennes
jouent aussi un role significatif dans I’état de santé des plantes, certaines sont nuisibles, d'autres
sont bénéfiques et certaines ne semblent avoir aucun effet. De nombreuses interactions,
bénéfiques (symbioses) ou non, voire déléteres (pathogénie) sont observées entre plantes,
bactéries et champignons du sol. Parmi les interactions bénéfiques aux plantes, on peut citer les
symbioses fixatrices d'azote, les associations avec les bactéries promotrices de croissance ou de
santé (phénomeéne de suppression de maladie), ou les interactions avec les champignons
mycorhizogenes. Les effets délétéres sont souvent liés a I'action de bactéries ou champignons
pathogénes. Ils peuvent aussi étre liés a des phénomeénes de parasitisme végétal qui conduisent
a l'impossibilité pour certains végétaux d'occuper le méme espace de sol (effet d'inhibition de
croissance de I'un des deux sur l'autre). Les protozoaires et nématodes qui se nourrissent sur
des bactéries sont aussi concentrés autour des racines. Ainsi, la plupart des cycles des
nutriments et des phénomeénes de prédation se déroule dans la zone immédiatement adjacente
aux racines, siége d'une activité métabolique intense (Dommergues, 1978). Cet environnement
particulier incluant autant des micro-organismes bénéfiques que pathogénes exerce une
influence importante sur la croissance et le rendement des cultures vegétales (Hinsinger, 1998).
La diversité et la prédominance de la population microbienne de la rhizosphére dépendent d'un
certain nombre de facteurs abiotiques et biotiques prévalant dans une niche écologique

particuliére. D'une facon genérale, la structure des racines et la composition des exsudats
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racinaires changent durant le développement de la plante et sous l’effet des conditions
environnementales telles que la disponibilité de I'eau et la température. Par conséquent, la
dynamique de la population microbienne rhizosphérique peut aussi changer. En effet, les
plantes, grace a I’émission des signaux spécifiques, exercent une pression sélective qui tend
généralement a réduire la diversité microbienne et a favoriser des espéces ou des souches
particulieres (Bertrand etal,2000). En outre, la compétition entre les microorganismes pour les
nutriments, la colonisation des sites, la production des antibiotiques et des bactériocines

contribuent a cette dynamique microbienne dans la rhizospheére.

ENDORHIZOSPHERE
; ' N
RHIZOPLAN HOOR Poil absorbant

Stéle (xyléme et phloéme)

Endoderme

:_ Cortex

B Epiderme

(mucilage végétal
et mucrobien)

Sol
rhizosphénque

Exsudats _{ !
XN
Mucilage végétal

Cellules mortes de

la coiffe

Figure 02 : Représentation schématique des zones de la rhizosphére (LEPINAY,2015).
2. La microbiologie rhizosphérique

La microbiologie du sol est complexe varie, Elle comprendre les bactéries, des champignons,
des protozoaires et des virus. La distribution des micro-organismes du sol est hétérogéne et

dépend des facteurs nutritionnels et des facteurs physico chimique (PRESCOTT et al, 2003)
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Figure 03 : La structure de la rhizosphere (PRESCOTT et al, 2003)
A=Amibe digérant une bactérie F= Mycélium d'un champignon BL= Bactérie a énergie
limitée SR= Poils absorbants racinaires ~ BU= Bactérie a énergie non limitée

Les bactéries sont les organismes les plus nombreux et représentent en moyenne 6. 10s cellules
par gramme de sol et un poids de 10000 kg/ha équivalant & 5% du poids sec des composes
organiques du sol. On définit alors les bactéries associées aux racines des plantes comme les
rhizobactéries. Celles-ci sont généralement des souches tres compétitives capables de coloniser
le systéme racinaire riche en éléments nutritifs, tout au long du cycle de développement de la
plante (Kloepper, 1993). Si la plante libére des composés I’inverse elle préléve de 1’eau et des
éléments minéraux indispensables a son métabolisme. Les échanges entre la plante et le sol sont
influencés par les rhizobactéries et ce d’autant plus que leur densité et leur activité sont élevées.
Les rhizobactéries sont des hétérotrophes typiques, elles nécessitent donc des composés
organiques comme source d'énergie. Leurs besoins sont entierement comblés a l'intérieur méme
de la rhizosphere. Les rhizobactéries utilisent en effet de nombreux substrats provenant de la
plante : les cellules corticales et épiderme les des racines qui se détachent, les polysaccharides
du mucilage racinaire, les sucres et les acides aminés et organiques des exsudats racinaires, etc.
(Campbell et Greaves, 1990). L'abondance des bactéries dans le sol s'explique par leur
multiplication rapide et leur capacité a utiliser une grande variété de substrats comme sources
d'énergie et d'éléments nutritifs (Glick, 1995). Les microorganismes rhizosphériques incluent
les symbiotes (Rhizobia, actinobactéries et champignons mycorhiziens) et les saprophytes
libres. Les microorganismes rhizosphériques en général, et les bacteries diazotrophiques en
particulier, exercent sur les plantes divers effets. Par ailleurs, 1’association des bactéries avec
les racines a des influences importantes sur la santé de la plante, la productivité et la qualité du
sol (Konate, 2007). La colonisation des racines par les bactéries est observée depuis longtemps,
mais seulement dernierement, son importance pour la croissance et le développement des

plantes est devenu clair (Glick, 1995). La quantité et la composition des exsudats racinaires
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conditionnent également la nature des activités bactériennes. Ces activités résultent de la
synthése de métabolites tels que les antibiotiques, sidérophores, substances de croissance, acide
cyanhydrique, lipopolysaccharides (Voisard et al, 1989 ; Van Peer et al, 1991). Cette

influence se manifeste par une modification de la croissance de la plante et de la frequence

\ 4 ’
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Figure 04: DPactivité microbiologique de la rhizosphére (vittorioet al, 2016)
3. Les Rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes.

Des infections fongiques de la racine (Kloepper, 1993). Ces rhizobactéries sont considérées
comme des concurrents microbiens efficaces dans la zone racinaire. L'effet visible des
associations plante-microbe sur la croissance de plantes peut étre positif, neutre, ou négatif.
Certaines bactéries inhibent la croissance alors que d’autres la stimulent. Ces derniéres sont
souvent mentionnées comme des rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (Plant
Growth Promoting Rhizobacteria : PGPR) (Kloepper et al., 1989 ; Zahir et al, 2004). Au cours
des derniéres décennies, un nombre trés important de bactéries ont montré une capacité
d’améliorer la croissance de la plante (Kloepper, 1992 ; Glick, 1995).

3.1 Définition de Rhizobacteria (PGPR)
Le terme « PGPR » « Plant Growth Promoting Rhizobacteria » synonyme des rhizo bactéries
phytostimulatrices a été attribué a ce groupe la premiere fois par Kloepper et Schroth (1978)

Les rhizobactéries sont des bactéries qui présentent 1‘aptitude a coloniser les racines de fagon
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intense (SCHROTH et HANCOCK, 1981, 1982). Les bactéries non symbiotiques répondant
a cette définition appartiennent a différents genres et especes dont les plus étudiés sont : Agro
bacter iumradiobacter, Azospirillum spp, Bacillus spp, Pseudomonas spp fluorescents
(LEMANCEAU., 1992). Les PGPR sont donc les bactéries qui colonisent la rhizosphére des
plantes. Ainsi, une rhizobactérie est dite PGPR si, inoculée dans la rhizosphére d’une plante,
elle est capable de lui apporter un effet bénéfique (Aouane et Hamani, 2017). Les PGPR ou «
Plant Growth-Promoting Rhizobacteria » sont des bactéries qui se développent dans la
rhizospheére, et qui ont un effet positif sur la plante, pour ces effets on les considére comme
Rhizobactéries promotrice de la croissance végétale (Dey etal., 2004). Ces bactéries sont
utilisées en agriculture pour la biofertilisation des sols (Glick, 1995). PGPR (Plant Growth
Promoting Rhizobacteria). Ces éléments sont connus pour avoir cla racine (Rangarajan et al,
2001). Ces organismes peuvent aussi étre bénéfique a la plante en stimulant sa croissance
(Bloemberg et Lugtenberg,2001).
3.2 Biodiversité des PGPR dans la rhizosphér

3.2.1. Les Rhizobia

La mise en place d'une interaction non spécifique des Rhizobia avec les racines des
plantes non légumineuses a favorisé les especes de ce genre de devenir des PGPR, outre leurs
activités fixatrices de l‘azote atmosphérique, les Rhizobia contribue considérablement a
I'amélioration de la disponibilité des phosphates pour la plante par mobilisation de formes
organiques et inorganiques (Sahran et Nohr, 2011). Elles peuvent produire des
phytohormones, des siderophores et de I'HCN, avec la capacité de coloniser les racines de
plusieurs types de plantes non Iégumineuses. Les Rhizobia ont manifesté un grand intérét lors
de leur utilisation comme agents de bio-control. (Antun et Prevost, 2005).
3.2.2. Les PGPR diazotrophes

Les bacteéries libres fixatrices d‘azote sont utilisées pour la stimulation de la croissance
des plantes. La disponibilit¢ d‘une source d‘énergie pour l'établissement du processus de
fixation de 1‘azote constitue une principale limitation, compensée par le rapproche vers
l“intérieur de la plante. Azoarcussp., Gluconaceto bacter diazotrophicus, Herbaspirillium sp et
Azotobacter sp forment un groupe bactérien non symbiotique fixateur d‘azote. (Ahmad et al.,
2008)
3.2.2.1. Azotobacter

Azotobacter paspali, décrite par (Dobereiner et Pedrosa, 1987) est une bactérie aérobie

stricte, non symbiotique, fixatrice de 1‘azote atmosphérique, isolée a partir de la rhizosphere de
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Paspalumnotatum, une herbe tropicale qui posséde une grande spécificité d‘hote. Azotobacter
paspali affecte positivement la germination des graines et leur développement, il est noté que
I‘inoculation des cultures de blé par ce genre augmente le rendement de 30% (Saharan et
Nohar, 2011).
3.2.2.2. Azospirillum

Les especes d°Azospirillum, isolées a partir des rhizospheres de plusieurs céréales a
travers le monde principalement dans des régions tropicales et tempérées sont utilisées depuis
les années 1970. Cette bactérie initialement sélectionnée par sa capacité fixatrice de l'azote
atmosphérique représente un bon candidat PGPR (Antoun et Prevost, 2005).
3.2.2.3. Azoarcus
Azoarcusa gagné une grande attention due principalement a sa grande diversité génétique et
métabolique, divisé en trois genres : Azovibrio, Azospiraet Azonexus, qui se différencient des
autres genres par leur capacité de se développer lors de I'utilisation des acides carboxyliques et
de 1°‘éthanol au lieu des sucres avec une température optimale de croissance comprise entre 37-
42°C (Reinhoid et al,1986).Azoarcus est une bactérie endophyte du riz et est considérée
comme un modeéle de bactéries endophytes fixatrices d'azote (Ahmad et al,2008).
3.2.3. Bacillus
Certaines especes de genre Bacillus sont des diazotrophes, notamment B. subtilis, isolée a partir
des rhizosphéres de diverses plantes a des concentrations supérieures a 107 bactéries par
gramme de sol rhizosphérique (Antoun et Prevost,
2005).
3.2.4. Pseudomonas
Les Pseudomonas et les Pseudomonas fluorescentes sont des bactéries ubiquistes, rencontrées
souvent dans les sols, classées comme étant les meilleurs candidats PGPR (Sahran et Nohra,
2011). Les effets bénéfiques de la bactérisassions des graines sont observés lors de I'inoculation
des graines de pomme de terre (Solanum tuberosum) par P.fluorescenset P. putida(Alabouvette
et al, 2012) ont démontré que lors de I'utilisation de Fusarium oxusporumnon pathogenes, P.
fluorescenset P. putidase manifestent comme principales candidates de contrdle biologique du
flétrissement fusarien, avec une application bénéfique pour la suppression des fusarioses chez
plusieurs especes des plantes (Chung et al, 2005)
3.3. Les interactions PGPR-racine
La plupart des plantes terrestres développement leur systeme racinaire pour explorer le sol et
trouver les nutriments nécessaires a la croissance. La racine est un organe complexe constitué

de régions distinctes telle que la pointe de la racine, le méristeme de la racine , les zones de

Page |- 8 -



Syntheése bibliographique

différenciation .et d’élongation et les racines latérales émergentes (Scheres et al, 2002).Ces
régions ont des role distincts .par exemple ,les poils absorbation sont des cellules épidermiques
différenciées importantes pour la nutrition minérales des plantes .la spécificité fonctionnelle
des racines se reflete également au niveau des interactions plantes-microorganismes ,chez les
fabaceae, par exemple I’extrémité de la racine est la région la plus importante pour initier le
processus de colonisation rhizobienne, aboutissant de colonisation a la formation d’un nodule
racinaire (deshosses et stongaard,2011).chez les poaceae ,les poils absorbants et les racines
latérales sont de préférence colonisés par les PGPR, ou ils peuvent exprimer leurs propriétés
bénéfiques pour la plante (Pothier et al , 2007). L’architecture du systéme racinaire (RSA)
integre la topologie du systeme racinaire, la distribution spatiale des racines primaires latérale,
ainsi que le nombre et la langueur de différents types des racines. Plusieurs facteurs abiotiques
peuvent influencer le RAS, notamment les souches de PGPR. Les PGPR modifient la RSA et
structure des tissus racinaires principalement par leur capacité a interférer avec 1’équilibre
hormonal de la plante. 1l a été démontré que des composants spécifiques d’exsudats de racine,
notamment les sucre, agissent sur la production de composés antimicrobiens sécrétés par les
pseudomonas fluorexscens, avec certains effets dépendants de la souche (Duffy et Défago,
1999). Des études ont révélé que le PGPR modifient les exsudats de racine directement ou
indirectement par biais d’autres microorganismes bénéfiques tel que les champignons
mycorhiziens arbusculaires (MA), facilitant ainsi la colonisation des racines en subissant une
variation de phase. Les toxines produites par les agents pathogénes présents dans les racines et
dans le sol peuvent également étre dégradées par les PGPR (Dutta et podile, 2010). Outre les
effets sur les exsudant racinaires, les PGPR peuvent entrainer des modifications de la
composition en métabolites de la plante. Herbaspirillum seropedicae ont montré une teneur plus
élevée en malate et en acides aminées essentiels que celles des plantes témoins( Curzi et
al,2008). D’autres études ont prote sur les modifications des métabolites secondaires, ainsi une
augmentation de la teneur en composes alcaloides et tétraploides d’intérét pharmaceutique a été
démontré dans les plantes médicinales aprés inoculation avec des PGPR (Manero et al,2003 ;
Jaleel,2007).
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Figure 05 : Interaction entre PGPR et les plantes (Urozet al,2015).

3.4. Mécanismes impliqués dans la stimulation de la croissance des plantes par les PGPR

Plusieurs interactions, bénéfiques (symbioses) ou non, voire délétéres (pathogénie) sont
observées entre plantes, bactéries et champignons du sol fleuriront I'activité biologique de ce
sol. (Emily, 2015). Les PGPR interviennent sur la croissance des plantes selon plusieurs
mécanismes, de maniere directe ou indirecte (figure. 05). Ces bactéries sont capables de
coloniser efficacement les systemes racinaires et influencent de maniére bénéfique la plante en
stimulant sa croissance et/ou en la protégeant contre des infections par des agents
phytopathogenes. (Hass et Defago, 2005).Les modes directs incluent la fixation d‘azote
atmosphérique, 1‘apport de nutriments non disponibles, (phosphore et autres nutriments
minéraux), la production de régulateurs de croissance végétale (auxines, cytokinines et
gibbérellines) et la répression de la synthése d*éthyléne (Hassen et Labuschagne , 2010) .Les
mécanismes indirects sont les éliminations des agents phytopathogenes a travers la compétition
pour l‘espace et les nutriments, la synthése d‘enzymes hydrolytiques, 1‘inhibition des enzymes
ou des toxines produites par les pathogenes, et 1‘induction des mécanismes de résistance de la

plante (Antoun et Prévost., 2005).
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Figure 06 : Interactions entre les plantes et les bactéries dans la rhizosphére
(Khan et al., 2009)

A- Les mécanismes directs
L'effet direct de la croissance des plantes peut se produire par plusieurs processus :
A-1. Stimulation de germination des grains

Les PGPR peuvent étre utilisées comme biofertilisants efficaces pour ’amélioration des
rendements des culture (Bashan et al,2004).en améliorations les parameétres des rendements
notamment le taux de germination des semences tel qu’il a été démontré chez des souches d’
Azospirillum ,pseudomanaes et Azobactér (shankat et al,2006).des souches des pseudomanes
stimulent de germination de la semonce de mais cultivé dans des sols stérilisées ou nom
stérilisées sous serre et en plan champ (Gholami et al ,2009) . L’effet bénéfiques des PGPR
sur la germination des semences est aussi remarquable par leur pouvoir de coloniser la
rhizosphére contre d’autre bactéries inhibitrices de la germination appelées rihzobacteries
délétere (DRP)qui sont des saprophytes nom pathogénes (Alstiom,1991).
A-2. La fixation de I’azote

L'azote est I'élément nutritif le plus important et sa carence affecte gravement les
rendements des cultures. La plupart des sols dans le monde sont pauvres en azote et les
applications d'engrais azotés sont essentielles pour atteindre un rendement maximal. Bien que
78% de I'atmosphere est constituée de diazote, mais qui ne peut pas étre utilisé par la plupart

des organismes et ainsi la disponibilité de I'azote sous une forme appropriée pour I'assimilation
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est souvent un facteur limitant majeur pour la croissance des cultures. La production d'engrais
azotés chimiques non seulement épuise les ressources énergétiques non renouvelables, mais
pose également des risques humains et environnementaux, en plus d'étre trés cotliteuse. L urée
est la source la moins chere et la plus facilement disponible d’azote, mais malheurecusement
moins de 50% des quantités appliquées sont utilisées par les plantes. Cette faible efficacité
d'utilisation est principalement causée par la volatilisation de NHs, la dénitrification et les pertes
de lessivage La fixation biologique de 1’azote est une source importante d'azote pour les plantes
dans le cadre de pratiques agricoles respectueuses de I’environnement. Elle contribue pour 65
% de l'azote total actuellement utilisé dans la production agricole et sera un facteur important
pour l'agriculture du futur. Les bactéries symbiotiques fixatrices d’azote comprennent les
cyanobactéries et les genres : Rhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium,
Sinorhizobium.Allorhizobium, Mesorhizobiumet Frankia (Brock et al, 2000). Les symbioses
sont les systemes majeurs de la fixation de I’N2en jouant un rdle significatif dans 1’amélioration
de la fertilité et en maximisant la productivité des sols pauvres en azote. Les bactéries vivantes
librement (non symbiotiques) ainsi que des souches de rhizobia peuvent favoriser la croissance
des céréales en contribuant a 1’économie de 1’azote grace a leur capacité a fixer I'N2 (Zahir et
al, 2003). Ont également expliqué le role possible des mécanismes des bactéries non
symbiotiques sur la croissance des cultures du point de vue fixation biologique de 1’azote.
Fournir aux plantes des éléments nutritifs essentiels, comme le NH4-N par le biais de la fixation
de I'azote atmosphérique ou aider la plante a I'absorption des éléments nutritifs sont également
considérées comme stimulation de la croissance végeétale directe. Les genres les plus importants
des bactéries ; non-symbiotiques ; fixatrices d’azote sont : Azospirillum, Azotobacter,
Acetobacter, Azoarcus, Achromobacter, Bacillus, Burkholderia, Clostridia, Citrobacter,
Enterobacter, Herbaspirillum, Kelbsiella, Mycobacterium, Pseudomonas, (Kennedy et Islam,
2001).
A-3. Solubilisation du phosphore

Le phosphore est I'un des principaux éléments nutritifs ; deuxieme apres I'azote ; dans
I'exigence pour les plantes. La plupart du phosphore dans le sol se présente sous la forme de
phosphates insolubles et ne peuvent étre utilises par les plantes. Les bactéries a potentiel de
solubilisation du phosphate (BSP) pourraient jouer un rdle important dans la fourniture de
phosphate aux plantes d'une fagon conviviale et durable. Ces microorganismes peuvent
convertir les composés phosphatés insolubles en formes solubles et les rendre disponibles aux
plantes cultivées. Diverses espéces bacteriennes des genres : Bacillus, Rhizobium et

Pseudomonas se sont avéres étre des bactéries les plus puissantes en solubilisation du phosphate
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(Banerjee et al, 2006). Les effets bénéfiques des BSP sur la croissance des plantes varient
significativement en fonction des conditions environnementales, des souches bactériennes, du
végétale et des conditions du sol (Sahin et al, 2004). La capacité de solubilisation du phosphate
dépend également de la nature de la source d'azote utilisée dans le milieu, avec une plus grande
solubilisation en présence de sels d'ammonium que lorsque le nitrate est utilisé comme source
d'azote. Ceci a été attribué a I'extrusion de protons pour compenser I'absorption de I'ammonium,
conduisant a une diminution de pH extra-cellulaire (Roos, 1984). L abaissement du pH du sol
par la production microbienne d'acides organiques tels que (le lactate, le citrate, ...) ainsi que
I'extrusion de protons sont les principaux mécanismes de mineralisation de la forme organique
du phosphore (Khan et al, 2009). La libération de phosphore a partir de formes insolubles et
adsorbées est également un aspect important des BSP concernant la disponibilité du phosphore
dans les sols. Ces microorganismes transforment le phosphore du sol en formes qui peuvent
facilement étre utilisées par les cultures et ils assimilent le phosphore soluble, et le rendent
disponible en empéchant son adsorption (Khan et Joergensen, 2009). Les BSP améliorent
également la disponibilité du phosphore aux cultures par la solubilisation de ses formes
précipitées (Chen et al,2006). Fe-P, Al-P et Ca-P sont les principales formes de précipité dans
les sols acides et alcalins, qui peuvent étre solubilisées en impliquant des anions organiques et
protons associés. La forme complexe de phosphore adsorbé peut étre libérée par des ions

métalliques chélateurs par des réactions d'échange de ligands (Binemann et al,2004).
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Figure 07 : solubilisation du phosphore utilisé par le PGPR (Goswami et al,2016)
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Figure08 : Mécanismes d’action des bactéries solubilisant les phosphates (Khan et al, 2009)

A-4. La solubilisation du potassium

Les concentrations de potassium soluble dans le sol sont généralement trés faibles et
plus de 90% de potassium dans le sol existe sous forme de roches insolubles et de minéraux de
silicate (Parmar et Sindhun, 2013). En raison de I'application déséquilibrée des engrais, la
carence en potassium devient I'une des principales contraintes dans la production végétale. Sans
potassium adéquat, les plantes ont des racines mal développées, poussent lentement, produisent
de petites graines et ont des rendements plus faibles (Kumar et Dubey, 2012). Les
microorganismes des sols jouent un r6le clé dans le cycle K naturel. Les microorganismes
solubilisant de potassium présent dans le sol pourraient fournir une solution alternative pour

rendre le potassium disponible pour I'absorption par les plantes (Rogers et al, 1998).
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A-5. La production des phytohormones
Plusieurs étapes de la croissance et du développement des plantes telles que 1’élongation et la
division cellulaires, la différenciation tissulaire, et la dominance apicale sont régulées par des
hormones. De nombreuses phytohormones sont produites par les PGPR. Bien que le réle de la
biosynthese de ces phytohormones par ces micro-organismes ne soit pas entierement explique,
il est a noter que les mécanismes directs des PGPR sur la croissance des plantes comprennent
la production d'hormones telles les auxines, les cytokinines, les acides gibbérelliques et
I'abaissement du taux d'éthyléne chez la plante (Glick, 1995).
A.5.1. Acide salicylique

L’acide salicylique a de nombreux roles dans les systémes de défense des plantes et il
Est impliqué dans la signalisation liée a la réponse de la résistance systémique acquise (SAR).
En outre, deux souches PGPR, P. fluorescensPF4 et P en induisant la production de
I’acidesalicylique, elles peuvent augmenter la croissance des plantes (Singh et al, 2003).
A-5.2. Ethyléne

Dans des environnements stressés, I'éthyléne stimule la sénescence et 1’abscission des
Feuilles et des fruits, inhibe la croissance des plantes (racines) et déclenche la mort cellulaire a

proximité de sites d'infection (Bashan et de-Basan, 2005). En pratiques agricoles, il est
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important de contrdler les niveaux d'éthyléne, souvent en les abaissant de maniére a éviter les
pertes économiques. Il a été rapporté que les PGPR qui produisent I’enzyme ACC (1-
aminocyclopropane-1-carboxylate) désaminase qui est impliquée dans le catabolisme de la
ACC (un précurseur de I'normone végétale, I'éthylene), peut réduire la concentration de ce
dernier dans une plante en développement ou stressée, ce qui les protegent contre les effets
déléteres du stress de I'éthyléne et facilitent la formation de racines plus longues (Penrose et
Glick, 2003). La méme enzyme accroit également d’une maniere significative le taux de I’ AIA,
ce qui favorise la croissance du semis de la tomate (Holguin et Glick, 2003).
A.5.3. Cytokinines

Les cytokinines sont des phytohormones dérivées de I'adénine qui contrélent la division
cellulaire, le cycle cellulaire et stimulent le processus de développement chez les plantes
(Srivastava, 2002). La stimulation des cytokinines a différents processus de développement
ont été décrites comme la reégulation de la croissance des racines et de la partie aérienne, ainsi
que leur ramification latérale, le contrble de la dominance apicale de la partie aérienne, le
développement des chloroplastes et la sénescence des feuilles (Werner et al., 2001; Oldroyd,
2007).) ont démontré que des souches de Pseudomonas fluorescens sont capables d’améliorer
la croissance des plantes par la production de substances telles que les cytokinines(Neito et
Frankenberger, 1989).
A.5.4.Gibbérellines
Les gibbérellines, elles aussi sont des hormones présentes chez pratiquement toutes les plantes
et s’expriment dans différentes parties du végeétal. Elles sont des acides diterpenoides qui jouent
un role important dans 1’¢longation des tiges et des feuilles des plantes et stimulent la division
et I’élongation des cellules. Leur implication peut étre durant toutes les phases de croissance
des plantes de la germination a la sénescence (Peter et al, 2003). Plusieurs PGPR stimulent la
croissance des plantes par le biais de la production des gibbérellines (Vessey, 2003), notamment
les genres les plus connus sont Azotobacter, Azospirillum, Pseudomonas, Rhizobium et Bacillus
(Kuhad et al, 2004).
A5.5. L’auxine

L’auxine est une phytohormone indispensable au développement des plantes. Le terme
d’auxine a été étendu a un ensemble de substances naturelles aux propriétés analogues ainsi
qu’a des hormones de synthése. I1 agit sur 1’élongation et les divisions cellulaires. Ses r6les sont
nombreux, sur la dominance apicale, la formation des fruits, la floraison, la réponse a
I’environnement (lumiere, blessures), le développement des organes, et particulierement des

racines et les racines latérales. De nombreuses revues récapitulent les divers roles de I’auxine
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sur les plantes Au vu des multiples roles et de la complexité de I’action de I’auxine sur le
développement des plantes (Herrbach, 2013). L’action de I’auxine dépend a la fois de sa
concentration et du tissu sur lequel elle agit. Selon les plantes, une méme concentration sur un
méme organe peut entrainer des conséquences différentes. Ceci implique une régulation tres
fine en amont et en aval de I’auxine. L’action de I’auxine est dépendante de sa présence et sa
concentration dans la cellule, son transport, sa perception, et la régulation de genes cibles
(Herrbach, 2013). a. Synthése et conjugaison des auxines dans les racines

L’auxine se présente souvent sous forme conjuguée, en association avec des sucres, des
acides aminés ou des protéines, grace a des liaisons de type ester ou amide. Sous cette forme,
I’auxine est inactive : la conjugaison est donc un mécanisme d’appoint permettant de réguler la
concentration I’auxine active dans la cellule (Herrbach, 2013).
b. L’acide Indole Acétique

L'acide Indole Acétique (AIA) est I'auxine naturelle la plus courante dans le monde
végétal. Elle a un effet positif sur la croissance des racines, la prolifération cellulaire et
I'absorption des minéraux et des nutriments du sol par la plante. Cette phytohormone augmente
le taux de développement du xyleme et des racines, contrble les processus de croissance
végétative, initie la formation latérale et I’adventice de la racine, affecte la photosynthese, la
formation des pigments, la biosynthése de divers métabolites et la résistance aux conditions
stressantes (Vessey, 2003). Diverses espéces bactériennes possédent la capacité de produire de
I’ATA. En fait, 80% de la flore rhizosphérique est capable de le produire, cependant, les
bactéries a Gram positif sont faiblement productrices. Toutefois, I'amélioration de la croissance
des plantes par la colonisation racinaire avec des especes de Bacillus et Paenibacillu
productrices d’ AIA est bien connue. La biosyntheése de I’ AIA est affectée par plusieurs facteurs
environnementaux. En particulier, il y a une augmentation de sa production dans des conditions
de pH élevé et en présence de plus grandes quantités de tryptophane. L’AIA est généralement
produit sous forme de métabolite secondaire par les PGPR en utilisant les substrats riches
exsudés par les racines des plantes. L’ AIA et ses analogues actifs dans la plupart des plantes

sont synthétisés a partir du tryptophane principal précurseur (Bouali, 2017).
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Figurel0 : Role de I’acide indole acétique dans I’amélioration de la croissance végétale (Khan et
al, 2009).

La biosynthése de I'AIA par les bactéries implique cinq voies dépendantes du
tryptophane : voie de l'indole-3-acétamide, voie de I'acide indole-3-pyruvique, voie de la
tryptamine, voie de I'indole-3-acétonitrile et voie de I'oxydase de la chaine latérale tryptophane

; et une voie indépendante (Khan et al, 2014).
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Figure 11 : Les principales voies métaboliques de la synthese de I'AlA et ses analogues a
partir du tryptophane (Van,2006).
B -Les mécanismes indirects

Principal avantage de I'utilisation des PGPR est la résistance conférée aux plantes contre
les maladies causées par les agents pathogénes. Les rhizobactéries jouent un réle majeur dans
la lutte contre ces agents, ou un large spectre des maladies bactériennes, fongiques et
parasitaires est supprimé via la production d'antibiotiques, compétition (pour les éléments
nutritifs, 1‘oxygene et 1‘espace), 'activation de la résistance systématique induite (ISR) et la
production des enzymes (chitinase, protéase, lipase), cette protection est nommée biocontrdle.
De plus, les PGPR peuvent étre utilisées comme un biofertilisant efficace dans 1‘amélioration
du rendement des cultures par la production d‘enzymes telles que (cellulases, amylases, etc.)
(Lugtenberg et Kamilova ,2009 ; Glick, 2012 ; Tariq et al, 2014)
B-1. La production des antibiotiques
Les microorganismes telluriques produisent les antibiotiques qui sont des facteurs déterminants

pour la vie dans un environnement aussi compétitif que la rhizosphere. La production des
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antibiotiques est un critére tres important de compétitivité des microorganismes aux autres
populations microbiennes. C’est un critére de performance pour la promotion indirecte de la
croissance végétale. Il consiste a contrecarrer les agents phytopathogeénes d’origine tellurique
(Kirdi et Zermane, 2010).

La sélection des souches rhizobactériennes performantes pour la production des antibiotiques
doit prendre en considération I’influence du stade de développement de la plante a inoculer et
les conditions environnementales de sa rhizosphere (Kirdi and Zermane, 2010).
B-2. La compétition pour I’espace et les nutriments

La compétition pour I'espace et les nutriments est un mécanisme biologique utilisé par les PGPR
pour éliminer les phytopathogenes. Cette compétition entre deux ou plusieurs microorganismes
concerne soit les éléments nutritifs, I'espace ou les autres facteurs environnementaux qui
deviennent limitatifs pour leur croissance (Shameer et Prasad, 2017). Dans certains cas, une
réduction de la maladie peut étre associée a une colonisation importante des racines par les
bactéries bénéfiques, ce qui réduit le nombre de sites habitables pour les micro-organismes
pathogeénes et, par consequent, leur croissance (Piano et al, 1997). Mais, cette corrélation entre
I"importance de la population de PGPR sur les racines et la protection observée n’est, dans
certains cas, pas Vérifiée et ne peut donc pas étre considérée comme une régle générale (Reyes
et al, 2004). L'idée qu”une rhizobactérie a croissance rapide pourrait éliminer les pathogéenes
fongiques par la compétition pour le carbone et les sources d'énergie fut beaucoup discutée. Le
PGPR doit étre présent sur les racines en nombre suffisant pour avoir un effet bénéfique et
capable d”instaurer une compétition pour les nutriments dans la rhizosphére (Haas et Defago,
2005). Toutefois, La compétition pour les nutriments et les différentes sources nécessaires pour
la vie se produit généralement entre les microorganismes du sol. Ces PGPR fixateur du fer et
du phosphore, inhiberont la croissance des pathogénes d‘une part, et favoriseront celle des
plantes, d“une autre part (Pal et al, 2006).

B-3. La résistance systémique induite

Lors du phénomeéne appelé « résistance systémique induite » (ISR), des rhizobactéries non
pathogénes peuvent conférer a la plante un certain degré de protection a des attaques ultérieures
par un phytopathogeéne via la stimulation de mécanismes de défense systémique.

Cette « immunité » s’initie suite a la perception par la plante de molécules dites « électrices »
produites par le microorganisme bénéficiaire. Ce phénomeéne fait appel séquentiellement a la
reconnaissance par 1’hote d’éliciteurs produits par I’agent inducteur, & I’expression de
mécanismes de défense sensu stricto qui permettent de limiter la pénétration du pathogéne dans

les tissus de la plante.
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Les événements moléculaires associés a I’ISR sont de mieux en micux connus. Ainsi, la
transmission du signal émis suite a la perception de 1’agent infectieux repose sur différentes
voies dans lesquelles 1’acide salicylique, I’acide jasmonique et 1’éthyléne jouent un role crucial
(Glazebrook et al, 2003). Cependant, ces voies s’interpénétrent et agissent avec d’autres
mécanismes pour former un réseau de régulation modulable permettant a la plante d’initier une
réponse défensive spécifique en fonction de la nature du pathogéne, qu’il soit virus, bactérie,
champignon, insecte ou nématode (De Vos et al, 2005).

L’expression phénotypique du phénomeéne de I'ISR peut étre divisée en quatre étapes
principales. Ces étapes sont :

1- La perception par la plante des molécules bactériennes responsables de la licitation du
phénomene,

2- La transmission du signal nécessaire a la systémisation du phénomene dans la plante,

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

4- L’expression du ou des mécanisme(s) de défense sensu stricto induits permettant de limiter
voire inhiber la pénétration du pathogéne dans les tissus de 1’hote végétal.

Le survol de la littérature de ces derniéres années illustre la diversité des microorganismes non
pathogenes capables d’induire I’ISR. Le nombre d’espéces décrites comme inductrices de I’ISR
a augmenté rapidement au cours des derniéeres années (Tab.1). Il inclut des bactéries Gram-
positives et en particulier des bacilles comme Paenibacillus polymyxa, B. pumilus, mycoides,
subtilis, amylolique faciens, pasteurii, thuringiensis ou cereus (Kloepper et al., 2004).
Plusieurs especes Gram-négatives sont également intensivement étudiées dans le contexte de la
lutte biologique basée sur I’induction de la résistance parmi lesquelles certaines entérobactéries
telles que Serratia (S. marcesens, S. plymuthica) ou Pantoeaag glomerans. La plupart de ces
bactéries vivent librement dans la rhizosphére mais d’autres telle que Rhizobium elti peut
également pénétrer dans les espaces intercellulaires des tissus racinaires et donc se comporter

comme endophytes (Benhamou et al., 2000).

Tableau.1 : Diversité des souches bactériennes identifiées comme inducteurs de la
résistance systémique chez les plantes et la diversité des pathosystémes dans lesquels ’ISR

est impliquée (Van Loon et Bakker, 2005).
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Espéces Plante hote/pathogéne(s)

1- Gram-négatives

Pseudomonas fluorescens  Cacahuéte/Fusarium ; Avabidopsis/Fusarium, Pseudomonas
(souche WCS417) Tomate/Fusarium ; Radis/dltermaria, Fusarium, Pseudomonas

P. aeruginosa (souche TNSK2)

Serratia marcesens (souche 90-

166)

S. phmuthica
Burkhalderia cepacia
Pantoea agglomerans
Kluyvera crvocrescens
Flavomonas oryzihabitans
Rhizobium elti

Agrobact. radiobacter

Haricot/Borrytis, Colletonrichum ; Tomate/Botrytis ; Tabac/virus de la
mosaique

Concombre/Colletotrichum, Pseudomonas ; Tabac/Peronospora :
Arabidopsis/Pseudomonas : Concombre/coléoptére : Pin/Cronartivm ;
Tomate/virus de la mosaique

Tomate/Fusarium

Tabac/Phytophthora

Pommuer/Erwinia

Tomate/cucumovirus

Concombre/coléoptére

Pomme de terre/nématode

Pomme de terre/nématode

2- Gram-paositives

Bacillus.  pumilus  (souche

SE34)
B.amyloliguifaciens  (souche
IN93T)

B. thuringiensis

B. mycoides

B, pasteurii

B. sphaericus

B. cereus

Paenibacillus polymyxa

Tabac/Peronospora : Arabidepsis/Pseudomonas ; Concombre/coléoptére ;
Tomate/virus de la mosaique ; Pin/Cronartium ; Pois/Fusarium
Tomate/Fusarium, Phytophthora

Tomate/virus de la mosaique ; Concombre/coléoptére ; Arabidopsis/Erwinia

Cafeé/Hemileia

Betterave sucriére/Cercospora
Tabac/Perenospora

Pomme de terre/nématode
Potvre/nématode

Arabidopsis | Erwinia

B-4. Composés volatiles

L’inhibition de Pythium par Enterobacter cloacae dans des boites de Pétri cloisonnéees
serait d0 & des substances volatiles. L'ammoniac est I'agent inhibiteur identifié. 1l est produit
comme un intermédiaire du catabolisme des acides aminés des exsudats racinaires assimilés par
la bactérie (Howell et al, 1988). Un autre métabolite secondaire produit par certaines
rhizobactéries est I'acide cyanhydrique (HCN). Bien que le cyanure soit un inhibiteur
métabolique général, il est synthétisé, excrété et métabolisé par certains organismes, y compris
les bactéries par la voie de décarboxylation oxydative en utilisant la glycine, le glutamate ou la
méthionine comme précurseurs (Castric, 1977). Son role est d’éviter la prédation ou la
compétition. L’HCN joue un role dans la lutte biologique contre les mauvaises herbes (Heydari
et al, 2008). La production de HCN est une activité commune chez Bacillus (50%) dans le sol
rhizospherique (Ahmad et al, 2008).

D’autres composés volatiles, le 2,3-butanediol et I'acétone libérés par des PGPR

entrainent une amélioration appréciable de la croissance de la plante en induisant sa résistance
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aux maladies (Ryu et al, 2003).
B.5. Production d’enzymes
L’un des principaux mécanismes utilisés par les agents de lutte biologiques contre les agents
pathogénes du sol implique la production d’enzymes dégradant le parois cellulaires (chet et
al.,1990).les enzymes dégradants les parois cellulaires telles que B_1,3_glucoses, la chitinase ,
la cellulase et la protéase sécrétées par les souches de lutte biologiques de PGPR exercent un
effet inhibiteur direct sur la croissance lyphaled’agents pathogeénes fongiques en dégradants
leurs parois cellulaires (Neiendam-Nielsen et sorensen, 1999).Ainsi, les bactéries
pseudomanas spp .par le biais de la production des chitinase et beta gluconates ,inhibent
rhizoctoniasalan iet phytophthora capsici ,deux des agents pathogénes des cultures les plus
destructeurs au monde (Arore,2008) .

B.6.Compétition pour le fer et la production de sidérophores

Un cas particulier de compétition pour les nutriments concerne la compétition pour le
fer. Les micro-organismes ont la capacité de synthétiser des composés s appropriant les ions
ferriques présents dans la rhizosphére et les rendent ainsi indisponibles pour le champignon
pathogéne entrainant une diminution de sa croissance.

Bien que le fer soit I'un des minéraux les plus abondants sur terre. Dans le sol, il est
indisponible pour 1’assimilation directe par les microorganismes car I'ion ferrique (Fe+s), forme
prédominante dans la nature, est peu soluble (Neilands et al, 1987). La quantité de fer soluble
dans le sol est beaucoup trop faible soit environ 10-18M a pH 7,4, pour assurer la croissance
microbienne, les microorganismes du sol sécrétent des molécules de faible poids moléculaire
(~ 400-1000 daltons) appelés sidérophores qui lient le Fe+savec une trés forte affinité (Kd = 10-
20a 10-50) (Castignetti et Smarrelli, 1986) et le transportent vers la cellule microbienne ou il
est repris par l'intermédiaire d'un récepteur cellulaire puis utilisé durant la croissance
microbienne (Neilands et Leong, 1986; Briat, 1992). Les bactéries synthétisant les
sidérophores lient le complexe fer-sidérophore a I'aide d'un récepteur spécifique situé sur la
membrane cellulaire externe de la bactérie (O'Sullivan et O'Gara, 1991). Bien que, les
champignons phytopathogénes synthétisent également des sidérophores, ceux-ci ont
généralement une plus faible affinité pour le fer par rapport a ceux produits par les PGPR
(Schippers et al., 1987). Contrairement aux phytopathogénes microbiens, les plantes ne sont
généralement pas lésées par 1’épuisement du fer dans le sol. La plupart des plantes peuvent
croitre a des concentrations de fer beaucoup plus faibles (environ 1000 fois) (O'Sullivan et
O'Gara, 1991). En outre, un certain nombre de plantes ont des mécanismes pour lier le

complexe fer-sidérophore bactérien, le transportent a travers la plante puis le libérent sous sa
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forme réduite utilisable (Bar-Ness et al, 1992 ; Wang et al, 1993). La capacité des sidérophores
d'agir comme agents efficaces dépend de la plante cultivée, du phytopathogene spécifique a
supprimer, de la composition du sol, de la bactérie productrice, et de I'affinité du sidérophore
spécifique pour le fer. Ainsi, méme si une PGPR est un agent efficace suppresseur du pathogéne
dans des conditions contr6lées, son comportement sur le terrain est extrémement difficile a
prédire. Malgré cela, cette mise en garde suppose que la capacité des bactéries produisant des
sidérophores inhibant les organismes phytopathogénes est un trait important qui pourrait avoir
un impact agronomique important. Les bactéries capables de synthétiser des sidérophores sont
: Bacillus, Pseudomonas, Azotobacter (Ahmad et al, 2008). Les bactéries ayant un grand
pouvoir de chélation du fer peuvent reconnaitre et utiliser les sidérophores produits par d"autres
souches, alors que ces derniéres ne sont pas capables dutiliser le sidérophore qu’elles
produisent. Cette particularité peut favoriser la souche dans le processus de la colonisation et la
compétition pour le substrat mieux que d autres microorganismes de la rhizosphére (Ongena
et al, 2002).

D’autre part, bien que la production des sidérophores soit un mécanisme important pour
I"activité des PGPR, elle est rarement essentielle dans le bio-contréle (Ongenaet al,2000 ;
Meziane et al,2005). Un grand nombre de facteurs environnementaux (pH, température, la
source de carbone) influence leur production (Duffy et Défago, 1999). De plus, étant donné
que les sidérophores soient principalement spécifiques du fer, ils peuvent aussi complexer
d’autres métaux lourds pour atténuer leur toxicité ou posséder d’autres fonctions biologiques

(Khan et al, 2009)
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1.Présentation des souches

Cing souches bactériennes isoler d'une plante Citrullus colocynthis dans région de Bir EI- Ater
dans différents sites : E1, E2, E3 (slama et Chergui, 2019).

Figure 12 : Citrullus Colocynthis (Slama et chergui,2019).
Tableau 2: représentant les souches des bactéries et leur propriétés (Slama et
chergui,2019).

Les souches Caractéristiques

E3B1 -solubilisation du phosphore
E3Al -solubilisation du potassium
E2B1 -production d’TAA

E1B4

E3B4

2.présentation du matériel vegétal

Matériel végétal utilisé dans notre expérience des graines de blé dur (Triticum durum var.
Vitron).
3.Le sol

Le sol utilisé dans notre expérience provient sable a diamétre 2mm existant dans la faculté de
la science exacte et la science de nature et de la vie de Tébessa.
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4. Protocole expérimentale

4.1. Préparation les souches

Nous avant la préparation les mateériels et le lieu de travail utilisés doivent étre désinfectés Les
souches rhizobactériennes sélectionnées ont été cultivees individuellement sur le Milieux
Nutriment liquides et solides.

4.1. Préparation de milieu nutritif

Tableau 04 : composition des milieux de différenciation des pseudomonas sp (king et al,
1954).

MNG MNB
Ingrédients g/l | Ingrédients o/l
Agar 8,6 | péptone 2,5
Eau distillée500 ml Beefextrat 15
Eau distillée 500 ml
pH 6,8

Aprés préparation, les deux milieux sont remplis dans 50 tubes a essai et flacons pour

stérilisation en autoclave.

Figure 13 : Ajustement du pH de milieu nutritif

4.1.2. Ensemencement des isolats dans milieu solide
Les cing souches sont inoculées a partir de tubes Eppendorf stockés dans du glycérol a -80 °
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C. L'inoculation est réalisée sur boites de Pétri, en surface et sous forme de rayures sur le
milieu de gélose nutritive. Le greffage en conditions de travail est réalisé en stérilite totale,

qui consiste a étaler sur la surface des lignes de box réalisées avec une poignée

Platine stérile, chaque souche est inoculée dans une boite de Pétri contenant du milieu nutritif
gélose. Cela permet d'obtenir des colonies séparées. Aprés inoculation, les boites sont fermées

et incubées dans une étuve a 30 ° C pendant 48 heures.

Figure 14 : Boites de Pétri des différentes souches bactériennes utilisées.

4.1.3. Transfert des isolats dans milieu liquide
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Les bactéries sont mises en culture pendant 24 h dans le milieu liquide, La croissance est assuree
a une température de 30 °C sous agitation.

EA =N 9 B s
N\, N el
5 - 7 \

- f. . - -

Figure 15 : Cultures bactérienne dans milieu liquide.
4 .2. Inoculation des grains
4.2.1. Stérilisation des grains
Immersion des graines dans de I'éthanol a 70% pendant 1 min, puis dans de
I'nypochlorite de sodium a 10% pendant 2 min. Les graines ont ensuite été soigneusement
lavées 10 fois avec de 1’eau distillée stérile (Kun Yuan et al., 2020).
4.2.2. Inoculation des grains
L’inoculation des graines steriles est réalisée selon de méthodes differentes
» Méthode directe (ID) : Aprés le semis des graines stériles dans des pots contenant du
sable stérile sont inoculées par 10 ml de culture bactérienne.
» Meéthode par imbibition (I1) : Chaque dix graines stériles sont placées pendant 24h

dans un tube a essai avec la culture bactérienne.

Figure 16 : placées les grains dans un tube a essai avec la culture bactérienne.
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d’expérimentation.

Les essais sont réalisés sous serre au niveau la faculté de la science exacte et la science de nature

et de la vie de Tébessa. Nous avons mis le sol dans 60 boites d'aluminium, dont 20 témoins, et

chacun des isolats a deux méthodes d’inoculation ID et Il avec quatre répetitions. Les irrigations

est assuré chaque jour par I’cau distillée stérile.

6. Plan expérimentale

L’expérimentation est conduite sous serre avec 1’installation d’un dispositif aléatoire

complet (DAC) assurant quatre répétitions pour chaque unité expérimentale. La répartition de

ces derniers étés réalisés en utilisant une table des chiffres aléatoires

8 9 10
E3AL | E3B1 | E3AL

1 b | 1

23 25
E3Al E1B4

I/D I/l

38 | 39 | 40
E3B4 | E2B1 | E2B1

I'D | IID | 1D

47 49 53 | 54 | 55

E3B1 | E3B4 E3Al E3B1 | E1B4 | E3AL | E2B1 | E3B4

I/l I'D I'D It | D | 1D

Figurel? : plan expérimentale

T : Témoins, ID : Inoculation directe, Il : Inoculation par imbibition
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7. Les indices de germination standard

7.1. Pourcentage de germination finale (PGF%0o)

Il a été compté dix jours apres la plantation selon I'équation suivante décrite par Ellis et
Roberts (1981).

Nembre degrains germés
PGF = - — %X 100
Nembre total desgrains semis

7.2. Indice de vitesse de germination (IVG)

Compte par I'équation suivante indique par 1’Association internationale d'essais de semences
(ISTA, 1996) :

VG = Nombre degrains germés N Nombre degrains germés
"~ Nombre de jour du premier comptage =~

+
Nombre de jour du dernier comptage

7.3. Coefficient de germination (Coef ger)
Il a été compté en utilisant I'équation suivante selon Copeland (1976) :

PCF A1+ A2+ A3 + ... .. + An 100
= X
A1T1 + A2T2 + A3T3 + ... ... + AnTn

A : Nombre de grains germes
T : Nombre de jour pour le comptage
n : Nombre de jour du dernier comptage

7.4. Taux de germination relatif (TGR)

Les critéres de comparaison sont la capacité germinative (Céme,1975), estimée par le
taux de germination cumulée (96) 10 jours apres le semis, et le taux de germination relatif (GR)
(Sharrna,1973 ). Ce dernier est estimé par GR = Gx/Gsm, ou Gx est le taux de germination
cumulé a 10 jours pour un traitement donné et Gsm le taux de germination au dixieme jour (ce
dernier traitement approchant au mieux le pouvoir germinatif du lot de graines considérée
(Doran et Gunn, 1986). L'utilisation de GR permet de comparer des lots de graines dont les

pouvoirs germinatifs sont différents.

8. Les analyses statistiques
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Les analyses statistiques sont débutées par une analyse de la variance ANOVA tenant
en compte 1’effet aléatoire du facteur isolats, suivie d’un model linéaire général (GLM) pour
I’analyse des différents indices de germination standard et afin de mieux comprendre I’effet des
interactions significatives entre les parameétres étudiées sur la germination des gaines un model
linéaire général mixte (GLMM) a été entreprit, suivi par un test de comparaison multiple celui
de DUNETT pour comparer les moyennes des traitements au témoin a un seuil de signification
(a=5%).
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1. Résultats
1.1. Effet des traitements sur le nombre de graines germées

L’histogramme (figure18.) montre clairement que 1’isolat E2B1 avec une inoculation par imbibition
a enregistré un score qui est mieux que celui du témoin aprées cing jours de germination, de méme
pour I’isolat E1B4 mais avec une inoculation directe. Aprés dix jours de germination les deux isolats
E3ALl et E3B4 avec inoculation par imbibition ont montré une meilleure germination en
comparaison avec le témoin, apres 24 jours de germination on a constaté que le témoin a marqué le

plus haut nombre de grains germés de I’expérimentation

"5

" 10

= 24

o B, N W B U1 O N 0 ©

Figure 18 : Histogramme montrant 1’effet des isolats, le mode d’inoculation te les périodes sur

la germination des graines de blé

L’analyse de la variance de nombre de grains germés (Tableau 05.) fat ressortir que la période
a un effet trés hautement significatif sur la germination (p<0.001) ainsi qu’un effet significatif
du mode de I’inoculation (p<0.05) et |, effet de I’interaction période* isolats qui montre lui

aussi un effet significatif.
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Tableau 05 : ANOVA Nombre de grains germeés

Sources de variations DL SC CM F P
Périodes 2 243,875 121,937 75,23 0,000  ***
Inoculations 1 7,111 7,111 6,70 0,049 *
Isolats 5 18,717 3,743 1,66 0,231 NS
Périodes*Inoculations 2 0,847 0,424 1,00 0,402 NS
Périodes*Isolats 10 16,208 1,621 3,83 0,023 *
Inoculations*Isolats 5 5,306 1,061 2,50 0,102 NS
Périodes*Inoculations*Isolats 10 4,236 0,424 0,11 1,000 NS

Erreur 108 398,140 3,686

Total 143 694,440

Signification (***) : P<0,001 ; (**) : P<0,01 ;(*) : P<0,05 ; (NS) : Non significative

1.2. Tests de germination standard

Les deux principaux traitements, I’ensemble des isolats et les deux modes d’inoculation ils

ont affiché des différences non significatives avec les différents tests de germination standard

(Tableau 06.).

Tableau06.Model linéaire général (GLM) des tests de germination standard

Isolats Inoculations
F (5.42) P F (5.42) P
PGF% (apres 10j) 0,25 0,940 NS 1,12 0,297 NS
IVG 0,40 0,846 NS 1,36 0,249 NS
Coef ger 0,35 0,881 NS 0,05 0,817 NS
TGR 0,41 0,841 NS 0.00 1,00 NS

Signification (***) : P<0,001 ; (**) : P<0,01 ;(*) : P<0,05 ; (NS) : Non significative
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1.3. Effet des interactions des traitements sur la germination

Le diagramme des interactions entre les parametres étudiés (Figure 19.) montre que les
longs périodes augmentent le nombre de graines germées et I’inoculation par imbibition
améliore nettement le nombre de graines germées pour I’ensemble des isolats a I’instar de
I’isolat E1B4 qui a enregistré la meilleure germination avec ’inoculation directe. L’isolat
E2B1/ID minimise la germination trés significativement avec un coefficient de (-1,542. P<0,01)
par rapport au témoin de méme pour I’isolat E1B4/ID avec un coefficient de (-1,5. P<0,01) et
E3B4/ID avec un coefficient de (-1,625. P<0,01) ainsi que 1’isolat E3B1/ID qui affiche une
diminution de germination significative avec un coefficient de (-1,083. P<0,05) par ailleurs
I’isolat E3AL/ID enregistre une diminution de germination tres hautement significative avec un
coefficient de (-1,917. P<0,001).

L’effet des interactions des traitements sur la germination (Tableau 07.) fait éclaircir
certains points, le mode de 1’inoculation et les cinq isolats ont un effet non significatif sur la
germination par contre ’interaction période*isolats considéré comme facteur aléatoire a pu
mettre en lumiére la combinaison entre les isolats et le mode de I’inoculation. L’isolat E3A1/ID
présente un effet tres hautement significatif sur la germination (p<0.001) suivi par les isolats
E2B1/ID, E1B4/ID etE3B4/ID qui ont affichés un effet tres significatif (p<0.01), I’isolat
E3B1/ID a motionneé une différence significative.
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Figure 19 : Diagramme des interactions entre les parametres étudiés
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Tablau07.Model linéaire général mixte (GLMM) de nombre de grains germe

Termes Coefficient Valeur T Valeur P Signification
Constante

2,45 16,26 P<0,001 foleie
Inoculations
1 -0,222 -1,48 0,143 NS
Isolats
E2B1 0,092 0,27 0,786 NS
E1B4 0,05 0,15 0,882 NS
E3B1 -0,617 -1,83 0,07 NS
E3Al 0,092 0,27 0,786 NS
E3B4 -0,2 -0,59 0,554 NS
Périodes (Isolats)
E2B1/ID -1,542 -2,95 0,004 *x
E2B1/I1 -0,042 -0,08 0,936 NS
E1B4/ID -15 -2,87 0,005 ke
E1B4/II -0,125 -0,24 0,811 NS
E3B1/ID -1,083 -2,08 0,04 *
E3B1/II 0,042 0,08 0,936 NS
E3AL/ID -1,917 -3,67 P<0,001 falaled
E3AL/I 0,458 0,88 0,381 NS
E3B4/ID -1,625 -3,11 0,002 bl
E3B4/II 0,125 0,24 0,811 NS

Signification (***) : P<0,001 ; (**) : P<0,01 ;(*) : P<0,05 ; (NS) : Non significative

Le test des comparaisons multiple de DUNETT pour comparer les moyennes des traitements
au témoin (Tableau 07.) a un seuil de signification (0. = 5%) divise les  interactions période*
isolats en deux groupes distincts, le premier formé par [25j (E1B4),25j (E2B1) et 25j (E3A1)]
qui affiche une différence avec le témoin. Par ailleurs le reste des combinaisons période*isolats

forme un deuxiéme groupe qui est identique au témoin.
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Tableau 08. Comparaisons multiples des moyennes des interactions des facteurs au témoin a

un seuil de signification (o = 5%).

Périodes*Isolats Moyennes Groupement
T (Controle) 1,2 A
25j (E1B4) 4,125 B
25j (E2B1) 4,125 B
25j (E3AL) 4 B
25j (E3B4) 3,75 A
10j (E3AL) 3 A
25j (E3B1) 2,875 A
10j (E2B1) 2,5 A
10j (E3B4) 2,375 A
10j (E1B4) 2,375 A
10j (E3B1) 1,875 A
05j (E2B1) 1 A
05j (E1B4) 1 A
05j (E3B1) 0,75 A
05j (E3B4) 0,625 A
05j (E3A1L) 0,625 A
2. Discussion

Cette étude qui est mené pour la premiére fois et qui représente 1’effet des PGPR isolées
de la rhizosphére du Citrullus colocynthis sur la germination des graines de Triticum durum
var. Vitron. Les résultats obtenus dans cette étude sont réconfortés par ceux avancés par un
nombre de recherche scientifique qui notent que 1’inoculation par les bactéries productrices
d’indole-3-acetic Acid (IAA) diminue le pourcentage de germination par ailleurs une relation
significative entre les concentrations d'lAA produites par les bactéries et le pourcentage
d'inhibition de la germination dans les graines de blé dur par différentes souches bactériennes
a été observée (Tabatabaei et al., 2016).Plusieurs mécanismes d'inhibition de la croissance par
ce groupe de rhizobactéries ont été proposés, le plus probable étant la production de
phytotoxines telles que le cyanure et d'autres composés volatils et non volatils, non encore

identifiés. Un autre mécanisme par lequel ces bactéries inhibent la croissance des plantes est la
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production de phytohormones (Brimecombe et al., 2007). 1l a été démontré que I'acide indole-
3-acétique (IAA) produit par certaines rhizobactéries inhibe la germination des graines
(Brimecombe et al., 2007). L’inoculation de colza et de fétuque avec des bactéries PGPR,
directement pendant la germination ainsi qu'apres deux semaines de croissance, était la méthode

la plus efficace pour protéger les graines de I'inhibition de la croissance (Grobelak et al. 2015)

Par contre d’autre recherche scientifique avance que les PGPR augmente le
pourcentage et la vitesse de germination et I'indice de vigueur des graines (Nehra et al,2016).
Les isolats obtenus de la rhizosphére des espéces de 1’Acacia appliqués sur les graines de

(Triticum aestivum L.) Peut accélérer la vitesse de germination et la vigueur de la plante

(Prasad et al.,2017). L’application d'isolats de PGPR améliore considérablement le
pourcentage de germination des graines dans des conditions de culture difficile (Hossain et
al., 2016). Deshwal et al. (2019) avance que les Pseudomonas isolées de la rhizosphere des

cultures semi-aquatiques comme le riz augment le nombre de graines germées.
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Conclusion

Cette étude qui est réalisée pour la premiére fois, vise a explorer ’effet des isolats PGPR
obtenus a partir de la rhizosphére du Citrullus colocynthis capable de solubilisés le phosphate,
le potassium et synthétisés I’IAA sur la germination des graines de blé dur Triticum durum var.
Vitron. L’analyse des données obtenues nous permet d’avancer que nos isolats qui sont
productrice de I’IAA ont inhibe remarquablement la germination des graines surtout avec le
mode d’inoculation avec imbibition et la période de germination qui a montré une amélioration
de nombre de graines germées, donc il est judicieux d’approfondir les recherches sur le mode
et le temps d’inoculation pour mieux cerner d’avantage 1’effet de ces PGPR sur la germination
du blé dur, continuer le travail par combinaison des PGPR avec d’autre substance stimulatrice

de germination afin de mettre au point un biofertilisateur.
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01581
02972
97022
67583
26935
21201
02628
93635
08984
04415
13070
53531
87733
47619
94060

Annexes

Tableau de nombres aléatoires

36001
56177
65380
01277
56306
75983
26124
69404
81320
78662
18401
36891
74995
57452
67951

15892
87580
91304
77815
38710
35695
68322
76323
03226
28295
14382
29620
61843
92819
28895
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77239
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46513
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72532
88472
34401
79309

ANNEXES

85239
48123
99729
75920
47139
14579
85994
70041
78246
92889
S3177
47368
15736
48782
91897



