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RESUME

L'objectif de notre travail est la mise en évidence de la capacité de souches de
Pseudomonas fluorescens à générer des effets bénéfiques sur les plantes cultivées. Cette étude
a été réalisée en trois parties principales : la première porte sur le pouvoir de ces souches
rhizobactériennes à stimuler la croissance de trois espèces végétales : le blé dur, la tomate et
le concombre.  La deuxième partie porte sur la compétence rhizosphérique des souches de
Pseudomonas fluorescens en interaction avec des espèces végétales herbacées différentes de
leur origine végétale d’isolement; et aussi par rapport aux conditions normales et en déficit en
fer. La troisième partie s'intéresse à l'étude de l’interaction des souches de Pseudomonas
fluorescens avec des souches de Rhizobium sp. sur la stimulation de la nodulation en
association avec des plantules de fève.

La phytostimulation a été perceptible sur les trois espèces végétales étudiées. Ceci
dénote, globalement la non spécificité des effets bénéfiques par rapport aux origines des
souches bactériennes, de leur origine végétale et aussi par rapport aux différents génotypes
végétaux quant au niveau de perception des effets phytostimulateurs. Nous avons noté des
gains dépassant parfois le taux de 50 % dans quelques interactions.

En comparant les gains enregistrés, en terme de croissance végétale, il apparaît
clairement que les niveaux les plus élevées ont été constatées au stade juvénile des plantes.

La bactérisation des plantules dans les différents microcosmes, a montré que les
souches rhizobactériennes appliquées se caractérisent par des compétences rhizosphériques
appréciables, avec des seuils de colonisation atteignant 1011 CFU / g de sol. En dépit de leur
origine végétales initiale, nous avons constate des seuils de colonisation élevés au niveau des
rhizosphère des différents plantes étudiées.

Dans les essais complémentaires, mettant en évidence le rôle des sidérophores, il a été
observé que pour le cas du mutant déficient en synthèse des pyoverdines (pvd-), une
colonisation appréciable de la rhizosphère, permettant de dire que la sécrétion de pyoverdines
n’est pas le seul mécanisme impliqué dans la compétence rhizosphérique.

Dans l’essai de l’interaction des souches Rhizobium sp. avec les souches de
Pseudomonas fluorescens, nous avons observé un effet positif exercé par Pseudomonas
fluorescens, révélé par des gains de croissance dépassent 28 % pour la souche CHAO, ainsi
que des gains appréciable en nombre de nodules atteignant parfois 42 % pour la souche P64,
additionné à une importante acquisition en azote (plus de 16 %).

Mots clés : Pseudomonas spp. .fluorescents, Rhizobium, PGPR, nodulation, phytostimulation.
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ABSTRACT

The  objective  of  our  work  is  the  demonstration  of  the  ability  of Pseudomonas
fluorescens strains to stimulate plant growth and nodulation. This study
was conducted in three main parts: the first covers the ability of strains Pseudomonas
fluorescens to  stimulate  growth  of  three  plants  species:  wheat,  tomatoes  and  cucumbers.
The second part focuses on the rhizospheric competence of Pseudomonas fluorescens
strains in conditions of abundance or deficiency of iron ions and the third
part study of the interaction of Pseudomonas fluorescens strains with of
Rhizobium sp. strain on the stimulation of nodulation within the bean plants.

        The phytostimulation was significatively on the three plant species studied, indicated,
non specific beneficial effects in relation to the origin of bacterial strains, at the plant and also
in  relation  to  the  various  plant  genotypes  as  to  the  level  of  their  effects  phytostimulation
perception, we noted 50% with cucumber. Comparison of benefical effects on experiments
strains by comparing the gains in terms of plant growth, it is clear that the highest levels were
observed in juvenile plants.

         The bacterisation seedlings in the microcosms, showed that strains rhizobacteria applied
are characterized by a high level of rhizosphere colonisation, reaching 1011 CFU / g of soil,
despite their plant origin. Additional tests, highlighting the role of sidérophores,
where it was observed that in the case of mutant (CK4) deficient synthesis of
pyoverdines (pvd-), an appreciable colonization of the rhizosphere, secretion
of pyoverdines is not the only mechanism involved in the rhizospherical competence.

        In the experiment of the interaction of strains Pseudomonas fluorescens with Rhizobium
sp. strains, we observed a positive effect exerted, revealed by growth promotion 28% for the
CHAO strain, and more than nodulating reaching 42% with P64 strain, additioned with a
significant nitrogen acquisition.

Keywords: Pseudomonas spp. fluorescents, Rhizobium, PGPR, nodulation, phytostimulation.
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ملخص

Pseudomonasتعزلافعالیة و قدرات بعض إبرازھو ةالتجریبیمن دراستنا الأساسيالغرض
fluorescensمنتعزلایتناول قدرة ثلاثة الأولالجزء . ایجابیا على نمو النباتالتأثیرفيPseudomonas
fluorescens الجزء الثاني یتعلق باستعمال العزلات .الخیارالطماطم القمح اللین و :نباتیةأنواعفي تحفیز نمو ثلاثة

في تعمیر المجموع الجدري البكتیریاه دقدرات ھلإبرازوكذلك)بكتیریا+ نبات ( مصطنعة تركیبیة  أوساطالبكتیریة في 
.الحدیدایوناتندرة أوو دلك بوجود 

و عزلات  Pseudomonas fluorescensدراسة التعایش بین عزلات إلىفیما یھدف الجزء الثالث 
Rhizobium sp المعروفة في تثبیت النیتروجینالجذریةعلى تشكیل العقد التأثیرفي تحفیز نبات الفول و.

أیضاالعزلات البكتیریة و أصولایجابي بالرغم من اختلاف تأثیرھناك إنمن النبات أنواعدراسة ثلاثة أكدت
الزیادات سجلت في المراحل أھمأنكما اتضح لنا %50ي النمو تجاوزت لاحظتا زیادة ف. فیما یتعلق بمختلف النبات

.للنمو النباتيالأولى

تزاظھر مستویات تجاوللتربة Pseudomonas fluorescensدراسة مستوى اعمار عزلات 
1011 /CFU بات الحدید ذجاإفرازأیضالاحظنا . لتلك العزلاتالأصليلك بالرغم من اختلاف النبات ذغ من التربة و

sidérophores) ( الایجابي على النباتللتأثیرالوحیدة المستعملة الآلیةلیست.
زیادات Rhizobiumو عزلات  Pseudomonas fluorescensسجل في اختبار التفاعل بین عزلات 

مع ارتفاع مستوى %42إلىوصلت لجذریةازیادة قي تشكیل العقدإلىبالإضافة%28في النمو تجاوزت معتبرة
.تثبیت النتروجین لدى نبات الفول
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INTRODUCTION

Le sol est considéré comme un immense réservoir d'espèces microbiennes,

qui par leurs diversités et leurs activités, représentent sans doute le maillon central

de l'écosystème sol. En effet les interactions qui existent entre les rhizobactéries et

les plantes sont diverses, fréquentes et complexes et elles ne sont pas un

événement rare ou accidentel, que ce soit d’une manière saprophyte, symbiotique ou

parasitaire. Ces interactions multiples créent des espaces rhizosphériques,

conduisant à la structuration de niches écologiques telluriques particulières.

La colonisation racinaire, rhizosphérique, est conditionnée par la nature des

microorganismes et le type de plantes. En effet, la composition des rhizodépositions

influence la qualité et la quantité des espèces microbiennes évoluant dans ces

espaces [1]. Parmi les bactéries colonisatrices de la rhizosphère, certaines

améliorent la croissance des plantes, sans entretenir une véritable symbiose avec

les racines. Ces bactéries sont groupées sous le nom de PGPR « plant growth

promoting rhizobacteria », incluant le groupe des Pseudomonas spp. fluorescents

non symbiotique[2]

L’interaction plantes - PGPR constitue probablement un modèle original,

différent et complémentaire des modèles d’interaction plantes - microorganismes les

plus étudies, tels que le parasitisme et la symbiose. Parmi ces rhizobactéries,

certaines catégories peuvent procurer des effets bénéfiques pour les plantes par

divers mécanismes. Il a été rapporté des effets de phytostimulation, résultant de

l’amélioration des prélèvements nutritionnels ou par la production de composés

activateurs de la phytostimulation et de la croissance, similaires aux phytohormones

[3,4].

Les effets bénéfiques peuvent être le résultat d’un biocontrôle des agents

phytopathogènes telluriques, par leur compétition trophique et par le phénomène

d’antibiose. En plus des actions du biocontrôle, considérées comme spécifiques à

des catégories de pathogènes ciblées, ces rhizobactéries peuvent induire des

résistances systémiques générales, participant activement dans le système de

défense chez les plantes [5,6, 7,8,9].
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Les Pseudomonas spp. fluorescents représentent une fraction importante des

populations bactériennes colonisant différentes rhizosphères, de plantes herbacées

et ligneuses. Dans le cas des légumineuses, l’interaction de ces rhizobactéries non

symbiotique, a été explorée dans le sens de l’interaction avec les bactéries

symbiotiques et son impact sur le processus de nodulation et de fixation de l’azote

[10].

Dans le contexte de la gestion durable des écosystèmes, largement

souhaitée, l’exploitation des potentialités microbiennes constitue un enjeu agro -

écologique important, grâce à la compréhension des aspects fondamentaux de leur

écologie qui représente une perspective dans la gestion des interactions biotiques et

abiotiques, permettant ainsi d’améliorer les rendements tout en limitant le recours

excessif aux intrants chimiques (engrais et pesticides).

Même si la masse des travaux de recherche, dédiée à ces rhizobactéries, est

de plus en plus importante, la compréhension des mécanismes impliqués réellement

dans le sol reste encore à élucider, chose indispensable pour le passage à la

pratique réelle à grande échelle.

Dans nos contrebutions précédents, il a été démontré des effets bénéfiques

diversifiés chez une collection de souches de Pseudomonas spp. fluorescents. Ces

études ont concerné des expérimentations de la phytostimulation de diverses

espèces végétales [11,12,13,14] et des effet de biocontrôle vis à vis de champignons

phytopathogènes d’origine tellurique [11,12,13,14,15,16,17]. Dans d’autres travaux il

a été mis en évidence les effets d’induction de la résistance systémique (ISR)

[18, 19].

Dans le présent travail, nous proposons d’étudier, en plus de l’aspect de la

phytostimulation, un autre aspect de ces rhizobactéries relatif à leur association avec

des rhizobactéries symbiotiques (Rhizobium sp.).Les effets sur la stimulation de la

croissance et la nodulation ont été étudiés à travers trois parties expérimentales :

· La première partie vise à mettre en évidence les effets bénéfiques de trois

souches de Pseudomonas fluorescens sur la biostimulation de la

croissance de trois espèces végétales : la tomate, le blé tendre et le

concombre.
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· La deuxième partie consiste à mettre en évidence le pouvoir colonisateur

des souches de Pseudomonas fluorescens, faite dans des microcosmes,

dans le but de montrer la compétence rhizosphérique de ces souches en

association avec des plantules de tomate, de blé dur et de lin. Dans cette

partie, nous avons aussi étudié l’effet de disponibilité des ions ferriques sur

le pouvoir colonisateur de ces souches bactériennes.

·  La troisième partie porte sur l’étude de l’impact de l’interaction de souches

de Pseudomonas fluorescens avec des souches de Rhizobium sp. sur le

processus de nodulation chez la fève.



12

CHAPITRE 1
GENERALITES SUR LES RHIZOBACTERIES

1.1 Activité microbienne rhizosphérique
Le sol est un milieu vivant siège de multiples transformations, son bon

fonctionnement fait intervenir plusieurs paramètres d’ordre physiques, chimiques et

biologiques qui agissent en interaction pour l’établissement d’un réseau trophique

[20]. La diversité et la complexité des populations d’organismes vivants présents

dans le milieu tellurique fait que chaque sol agricole, forêt, prairie, sol nu ou pâturage

possède son propre réseau trophique avec un ensemble particulier d’organismes du

sol, tels que les vers de terre, les insectes et de multiples autres invertébrés,

nématodes, protozoaires, champignons, algues et bactéries [21].

 De nombreux micro-organismes du sol sont des hétérotrophes pour le

carbone et l'azote et toute une fraction de la microflore est stimulée au voisinage des

racines des plantes, qui représentent un composant essentiel des écosystèmes

telluriques, et qui occupent 50 à 70% de la phytomasse [22,23].

En effet si la composition végétale à la surface du sol diffère d’un endroit à un

autre, il y va de même pour les organismes du sol, qui se diversifient selon la région,

le climat, la succession végétative et la structure du sol. Les pâturages et les sols

agricoles ont généralement un réseau trophique dans lequel prédominent les

bactéries alors que les forêts ont généralement des sols dominés par les

champignons. Les sols agricoles fertiles et productifs tendent à avoir des masses à

peu près équivalentes de bactéries et de champignons, exprimant un certain

équilibre biologique en faveur de la croissance des plantes [24].

Même s’il est admis que les microorganismes telluriques sont une partie

déterminante dans la structuration des sols, leurs contributions sont capitales dans le

bon fonctionnement du réseau trophique du sol. L’action microbienne recouvre les
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processus de minéralisation et de transformation de la matière organique et dans la

disponibilité de divers éléments minéraux nutritifs. Leurs implications sont

principalement au niveau de la fourniture d’azote minéral, mais également de soufre,

phosphore, potassium, magnésium, calcium, etc. [20].

La décomposition de la matière organique est effectuée principalement par les

bactéries et les champignons lesquels accumulent et immobilisent les nutriments

provenant de la matière organique, réduisant du même coup le lessivage, à

l’exemple du calcium qui est très fortement retenu par les hyphes fongiques dans le

sol [24].

D’autres organismes du sol participent également de manière plus directe au

recyclage des nutriments. Les bactéries fixatrices d’azote, à l’exemple des

Rhizobium, qui colonisent les racines des légumineuses et transforment l'azote de

l’air en une forme utile et assimilable par les plantes [20].

L’implication des microorganismes dans le transfert des éléments nutritifs vers

les plantes concerne aussi les champignons mycorhiziens, appelées selon le cas

ectomycorhizes ou endomycorizes avec la plupart des plantes ligneuses ou

herbacées [25]. Ces champignons interviennent dans le transfert des éléments peu

mobiles tels que le phosphore et les oligo-éléments ; leurs rôles est particulièrement

important dans les sols pauvres ou affectés par la sécheresse [26].

De plus, la présence des microorganismes dans le sol contribue à

l’amélioration de la structure du sol ainsi que la dynamique de l’air et de l’eau. En

effet, à mesure que les populations de bactéries augmentent, elles sécrètent des

matières agglutinantes qui fixent les particules de sable, de limon, et d’argile dans

des micros-agrégats (micronoyaux). Les champignons, qui peuvent couvrir des

milliers d’hectares dans les forêts, lient les micros-agrégats pour former des macros-

agrégats et du même coup créer des canaux pour la circulation de l’air et l’eau. Les

petits canaux et pores, issu de l’activité des microorganismes, se transforment en

une série de réservoirs et un réseau de transport d’air, d’eau, de nutriments, de

racines et d’organismes [24].
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1.2 Effet rhizosphère
La mobilisation de l’eau et d’éléments minéraux par la plante entraîne des

modifications importantes des caractéristiques physicochimiques du sol. Les

échanges ioniques et gazeux entre les racines des végétaux et le sol contribue à

modifier de façon notable le pH, par conséquent, la biodisponibilité de nombreux

éléments minéraux et nutritifs dont la solubilité varie avec le pH, comme le

phosphore, ou des minéraux comme le zinc, le fer ou l’aluminium [27]. La zone du

sol qui entoure les racines et qui est soumise à cette intense activité est désignée

sous le nom de rhizosphère, caractérisée par un taux élevé de populations

microbiennes [27,28,29,30].

Plusieurs études ont montré que la rhizosphère se compose de trois régions

différentes : l’endorhizosphère qui compose le tissu de la racine, le rhizoplan qui est

la surface occupée par le système racinaire et l’ectorhizophère, qui représente le sol

adjacent [29,31]. Kloepper et al [32] ont proposé d’écarter le terme endorhizosphère

parce qu’il pourrait déterminer une zone de la niche écologique et pas exactement

une zone à l’intérieur de la plante. Récemment, rhizoplan et rhizosphère sont les

termes utilisés pour designer les niches successives entourant les racines [33]

(Figure 1.1).

Figure 1.1 : illustration schématique de la rhizosphère adaptée de Vega [34].

                      C : molécule de carbone.                      H+ : ions hydrogène.
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Les systèmes racinaires modifient en effet leur environnement abiotique et

biotique en libérant dans la rhizosphère des composés de diverses natures qui

servent de substrats énergétiques aux communautés bactériennes [1]. La libération

de composés organiques est dénommée rhizodéposition [35].

La quantité de carbone libéré dans le sol par un système racinaire n'est pas

négligeable, Degenhardt et al [36] ont montré que 40 % des substances issues de la

photosynthèse (photosynthétat) sont relâchées dans la rhizosphère.

La quantité et la qualité de la matière organique exsudée varient en fonction des

espèces végétales considérées et dépendent en partie des racines (durée de vie,

anatomie, morphologie, composition chimique…)[37,29,38,39,40].

Les exudats racinaires, appelés rhizodépôts, sont de nature variée (Tableau 1.1),

ils favorisent la prolifération des microorganismes tout en modifiant les équilibres

entre les différentes populations microbiennes [41,42,43,44,45]. Ils peuvent modifier

la biogéochimie des éléments minéraux [46,47], les transferts d'eau vers les racines

[48,49], la stabilité des agrégats du sol [50,51] et la colonisation d'autres espèces

végétales [52].
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Tableau 1.1 : Composés libérés par les racines en solution nutritive [53,54,55,56].

Famille biochimique Composés

Hydrates de carbone Arabinose, fructose, galactose, glucose,
maltose, raffinose, rhamnose,
ribose, saccharose, xylose

Acides aminés Les 20 essentiels, acide aminobutyrique,
homosérine, cystathionine

Acides aliphatiques Acides acétique, butyrique, citrique,
glycolique, malique, malonique,
oxalique, propionique, succinique,
tartrique, valérique

Acides aromatiques P-hydroxybenzoïque, caféique, p-
coumarique, ferulique, gentistique,
protocatéchuique, salicylique, sinapique,
syringique, vanillique

Acides gras Linoléique, linolénique, oléique,
palmitique, stéarique, phospholipides

Stérols Campestrol, cholestérol, sitostérol,
stigmastérol

Enzymes Amylase, désoxyribonucléase, invertase,
peroxydase, phosphatase,
ribonucléase

Divers Vitamines, hormones de croissance,
auxines, cytokinines, gibbérellines

L’effet rhizosphère peut intervenir sur la morphologie, la physiologie et la

composition taxonomique des communautés microbiennes, néanmoins les bactéries

Gram négatives représentent une partie importante des bactéries de la rhizosphère

[33], grâce à leur rapidité de croissance, leur capacité à utiliser les différents acides

aminés et les glucides dissous dans l’eau ainsi leur résistance à certains

antibiotiques [57].

Généralement les Pseudomonas, Flavobacterium, et Agrobacterium et

Rhizobium sont assez communs dans la rhizosphère [57]. Cependant la polyvalence

nutritionnelle des Pseudomonas a été rapportée dans de nombreux travaux [58,59],

leur permettant de compenser leur handicap lié à l’absence de formes de

conservation développées par d’autres groupes bactériens tel que Bacillus. Un

meilleur développement a été constaté dans la rhizosphère que dans le sol nu [60].

Benizri et al [61] ont montré que les exsudats de la rhizosphère du maïs

peuvent influer la production de l’acide indole acétique par la souche de
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Pseudomonas fluorescens. De plus l’effet de la rhizosphère sur les Pseudomonas a

été détecté après 20 jours dans le cycle de la croissance des graines de soja [33].

Toutefois leur capacité à produire différents métabolites secondaires leur

confère une meilleure colonisation rhizosphérique [62]. Mazzola et al [63] ont indiqué

que les phenazines produites par les Pseudomonas spp fluorescents contribuent à la

survie et la concurrence de la souche 2-79 de Pseudomonas fluorescens et la

souche 30-84 de Pseudomonas aureofaciens.

1.3 Importance des Pseudomonas spp. fluorescents
Parmi les bactéries rhizosphériques, on trouve les PGPR (Plant Growth-

Promoting Rhizobacteria) [2]. Ces bactéries sont considérées comme promotrices de

la croissance des plantes, grâce à leur position stratégique à l’interface

sol – racines [9].

 Les Pseudomonas spp. fluorescents appartiennent aux rhizobacteries à

oxydase positif [64], incluant diverses espèces principalement Pseudomonas putida

et Pseudomonas fluorescens  qui représentent une partie importante du genre

Pseudomonas dans la rhizosphère [65,66], Pseudomonas chlororaphis [67,68] et des

espèces décrites ultérieurement comme par exemple  Pseudomonas  jassenii  [69]

ou Pseudomonas lini  [70].

Plusieurs études ont montré la capacité des Pseudomonas spp. fluorescents à

améliorer la croissance et le développement des végétaux, d’une façon directe, par

la phytostimulation [71,8,72,73,74,75] ou indirectement par le biocontrôle d’agents

parasites de maladies d’origine tellurique [8, 72,66,76].

Même si le mécanisme basal est prérequis pour le développement d’une

activité microbienne rhizosphérique, les actions bénéfiques de ces bactéries sont

souvent le résultat d’un métabolisme secondaire. Les métabolites secondaires

impliqués chez ces bactéries sont divers et dépendent des caractéristiques

intrinsèques des souches bactériennes et leurs interactions avec les conditions

environnementales à l’exemple des sidérophores, les antibiotiques, les substances

de croissance et les phénazines [8].
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1.3.1 Effets bénéfiques des Pseudomonas spp. fluorescents

1.3.1.1 Stimulation de la croissance végétale
De nombreux travaux effectués sur plusieurs espèces végétales font état

d’une stimulation de la croissance après leur bactérisation avec des souches de

Pseudomonas spp fluorescents [77,78,79,80]. La mise en évidence de cette

stimulation a été rapportée dans différentes conditions expérimentales et à divers

stades phénologiques des plantes : sur le développement de vitroplants, pendant la

rhizogénèse, sur la faculté germinative [81,82,83,84,85], sur la levée et l’élongation

des tiges et sur l’accroissement de la phytomasse de plantes herbacées et ligneuses

[86].

Les mécanismes qui induisent ces gains de croissance sont souvent la

conséquence d’une production ou d’un changement dans la concentration de

certaines métabolites secondaires, tels que l’acide indolacétique (AIA) [87], l’acide

gibbérellique [88], l’éthylène [89,90] l’acide succinique [91] et certaines

vitamines [92].

En effet l’éthylène est un élément important dans la croissance des plantes ;

où il assure la médiation d'un large éventail de réponses différentes chez les plantes

[89]. La présence de cet élément dans la plante peut être stimulante ou inhibitrice

selon sa concentration, la nature du processus physiologique et la phase de la

croissance des plantes. Tout facteur de stimulation qui provoque un changement

dans le niveau endogène de l'éthylène dans les tissus d'une plante peut modifier sa

croissance et son développement [89].  Le changement de concentration de

l’éthylène s’effectue par hydrolyse du 1-aminocyclopropane-1- Acide carboxylique

(ACC), qui est le précurseur immédiat de l'éthylène sur les plantes, l'enzyme

catalysant cette réaction (ACC deaminase) s'hydrolyse en α-ketobutyrate et en

ammoniac [90].

Les Pseudomonas spp fluorescent contribuent à l’amélioration de

l’alimentation minérale des plantes essentiellement pour le fer, le phosphore, l’azote

et le manganèse [8,72,73,74].
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La sécrétion des sidérophores par ces rhizobactéries est l’un des mécanismes

spécifique à l’acquisition d’éléments minéraux [8]. En effet Le complexe fer -

sidérophores ainsi formé représente une source de fer pour les plantes qui peuvent

l’assimiler facilement [93]. Demage et al [94] ont montré grâce à l’utilisation du

Fe55 que la plante peut assimiler le complexe fer - sidérophores. Briat et vert

[95] ont observé que la tomate assimile les ions ferriques de façon plus efficace en

présence de ce type de bactéries.

Certains Pseudomonas seraient capables de solubiliser le phosphore

organique du sol, qui est abondant mais sous une forme inutilisable par les végétaux

[96,97,98,99]. L’acquisition de cet élément se fait soit par minéralisation des

phosphores organiques grâces à des phosphatases, soit par une solubilisation des

phosphates organiques associées à la libération d’acides organiques et

inorganiques, et l’excrétion de protons qui accompagne l’assimilation du NH4
+

[100,101,102,34].

Les Pseudomonas spp fluorescent solubilisent le manganèse grâce à des

agents chélateurs, tels que les composées phénoliques et les acides organiques qui

forment avec le manganèse un complexe soluble, qui évite sa précipitation [102]. La

réduction du manganèse pourrait avoir des effets bénéfiques non seulement sur la

nutrition des plantes, mais aussi sur le biocontrôle des pathogènes d’origine

telluriques [102,103].

En outre, certaines souches de Pseudomonas spp fluorescent stimulent la

nodulation chez les légumineuses associes aux rhizobiums [104], qui ont été

appelées « Nodulaing promoting rhizobacteria » (NPR).
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1.3.1.2 Induction systémique de la résistance des plantes
Chez les plantes, les réactions de défense sont variables est réagissent de

façon spécifique selon la nature du bioagresseur et l’état physiologique de la plante.

Divers mécanismes de défense sont connus chez les végétaux [8,105,5].

Les études réalisées par Van Loon et al [5], ont démontré que certaines

rhizobactéries peuvent induire l’expression des capacités défensives chez certaines

plantes. Ce mécanisme décrit comme l’induction de la résistance systémique (ISR) a

fait l’objet d’autres études [105,106,107], en mettant en évidence le renforcement

des systèmes de défenses chez plusieurs plantes, tels que le radis, le tabac, l’haricot

et le concombre [108,109,110,111].

La souche bactérienne CHAO appartenant à ce groupe provoque une

augmentation du système racinaire du tabac en lui procurant une résistance naturelle

vis à vis de Thielaviopsis  bassicola [112].

Par ailleurs Défago et al [113] suggèrent que la production d’HCN (acide

cyanhydrique) par cette souche provoquerait sur la plante un stress auquel elle

réagirait par une augmentation de son système racinaire et de sa résistance

naturelle.

Il a été démontré également que les Pseudomonas spp fluorescents peuvent

jouer le rôle d’éliciteurs pour l’activation des gènes de défense des plantes [114]. La

caractérisation des produits des gènes de défense chez les plantes a permis de

montrer l’existence de deux catégories majeures de modifications systématiquement

retrouvées : il s’agit d’une modification structurale de la paroi cellulaire et des

changements physiologiques et biochimiques [115,116]. Lors d’une inoculation par

une rhizobactéries, la paroi cellulaire des végétaux pouvait être renforcée par des

dépôts de composés phénoliques [117,118], de polysaccharides et par

l’accumulation rapide de la lignine [119]. Chez les plantes inoculées par des

rhizobactéries, Il a été noté une très intense stimulation des voies métaboliques

secondaires conduisant notamment à l’accumulation des protéines

PR "Pathogenesis related proteins" (Chitinases, β-1,3 glucanases)

[120,121,122,123,124], la synthèse de phytoalexines [105,122,123,124], de
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Peroxydases [124], de phenylalanine ammonialyase (PAL) [12] et de Chalcone

synthase [122].

1.3.1.3 Protection des plantes contre les maladies d’origines telluriques
L’utilisation de bactéries du groupe des Pseudomonas spp. fluorescents pour

lutter contre les maladies d’origine tellurique a fait l’objet de nombreuses synthèses

bibliographiques [65,125,126,7,90,5,127].

    Certaines souches de ce groupe exercent une activité antagoniste contre

divers microorganismes pathogènes et délétères, contribuant à la réduction de leur

croissance, diminuant ainsi la fréquence des infections racinaires et des plantes

malades [128,129]. Les Pseudomonas spp. fluorescents sont considérés comme

agents potentiels de biocontôle des maladies d’origine tellurique. Plusieurs études

ont démonté leur efficacité en tant qu’inoculats microbiens [130,131,132,129,

133,134,72].  Ces souches bénéfiques peuvent coloniser la graine et la surface des

racines aux mêmes positions que les mycètes phytopathogènes qu’ils contrôlent

[75,135].

     Des résultats intéressants en matière de biocontrôle ont été obtenus dans

le cas du piétin échaudage des céréales [136], les fontes de semis du concombre et

du blé [137,138,139], la pourriture racinaires de la pomme de terre due à Erwinia

Carotovora [140], quelques maladies fongique des agrumes [141] et les fusarioses

vasculaires provoquées par divers formes spécifiques de Fusarium oxysporum

[142,143,16,12].

La suppression des maladies d’origine tellurique par ces rhizobactéries

implique l’implication de plusieurs mécanismes et modes d’action spécifiques [8].

Cependant aucun de ces mécanismes n’est exclusif, certains agents de biocontrôle

utilisent une combinaison de plusieurs mécanismes [72].

1.3.1.4 Antibiose
    L’antibiose exercée par certaines souches de Pseudomonas spp.

fluorescents à d’abord été mise en évidence in vitro [8]. Ainsi, plusieurs antibiotiques
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ont été isolés : la tropolane [144], la pyoluteorine et la pyrrolnitrine [145,146], l’acide

phénazine-1-carboxylique [130], et le 2-4 diacetylphloroglucinol [147,148].

    Certaines études on conclu que les phénazines et les phloroglucinols

inhibent l’agent pathogène in vitro et in situ [130,149].

Ces métabolites manifestent des propriétés antagonistes à l’encontre de

différents genres fongiques : Altarnaria, Cladosporium, Diyaplodia,

Helminthosporium, Pyricularia, Pythium, Rhizoctonia et Fusarium [8, 150, 151,152,

153,154].

 Toutefois, d’autres molécules ont été identifiées appartenant à la classe des

lipopeptides cycliques [5], telles que la viscosinamide [156] qui empêche l’infection

de la betterave sucrière par Pythium ultimum [157] et la tensine [157], ainsi que

l’amphisine et l’oomycine A [72].

Récemment, Kaur et al [158] suggèrent que l'acide D-gluconique est le plus

important antifongique produit par la souche AN5 de Pseudomonas spp. agent de

biocontrôle du piétin- échaudage des céréales.

La régulation et la synthèse des antibiotiques impliquent l’intervention d’un

nombre important de gènes [159,160,5,161].

Il est à noter que la synthèse des antibiotiques est étroitement liée au

métabolisme cellulaire, qui est à son tour liée à la disponibilité des éléments nutritifs

ainsi que d’autre stimuli environnementaux [162], tels que les différents minéraux, les

sources de carbone, le pH, la température ainsi que d’autres paramètres de

l’environnement [163,164,165,166,167,168,169].

En effet certains oligoéléments, particulièrement le zinc, et le carbone

influencent la stabilité génétique des bactéries qui affecte par la suite l’aptitude de

ces dernières à synthétise ces métabolites secondaires [140].
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1.3.1.5 La synthèse des sidérophores
La production de sidérophores est un mécanisme hautement spécifique

développé par la plupart des micro-organismes [171]. Le terme sidérophores vient du

grec « sideros » qui signifie« porteur de fer ». Ces métabolites sont de faible poids

moléculaire (500 - 1500 Daltons), chélatrices des ions ferriques et servant à les

transporter à l’intérieur de la cellule microbienne [126].

La synthèse de sidérophores n’a lieu qu’en situation de carence en fer [172],

puisque dans les conditions d’aérobie et de pH neutre, le fer se trouve sous des

formes oxydées et polymérisées d’hydroxyde de fer Fe(OH)3 totalement insoluble, ce

qui rend son assimilation difficile pour les bactéries [173].

    La synthèse de sidérophores par les Pseudomonas spp. fluorescents a été

rapportée tôt  par Maurer et al [174], depuis plusieurs études ont décrit la structure

de ces sidérophores [175,176,177,178,179].

Les Pseudomonas spp. fluorescents produisent  des sidérophores appelés

pyoverdine [180] ou pseudobactine [175]. Cette dernière est constituée d’une chaîne

peptidique d’acides aminés, liée à un chromophore fluorescent responsable de la

fluorescence jaune-vert caractéristique de ces souches [181] (Figure 1.2).

Figure 1.2 : structure schématique des pyoverdines [182,183].
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Certaines souches produisent un composé appelé ferribactine qui pourrait être

un produit de dégradation ou un précurseur de la pyoverdine [184].

    Un autre sidérophore dérivé de l’acide salicylique, le pseudomonine, produit

par les souches de Pseudomonas fluorescens [185,186].

    Toutefois, certaines souches de Pseudomonas spp produisent un autre

sidérophore non fluorescent qui est la pyocheline avec une affinité inférieure pour le

fer [187], il s’est avéré que ce dernier est produit par la souche CHAO de

Pseudomonas fluorescens  [170].

Il est noter que Pseudomonas putida et Pseudomonas fluorescens ont une

capacité remarquable d’utiliser un large spectre de pyoverdines secrétés par d’autres

micro-organismes, tandis que leurs pyoverdines ne peuvent pas être utilisés par ces

derniers [188,189,190,191].

La production de sidérophores dans la rhizosphère par les Pseudomonas

spp. fluorescents est très dépendante des facteurs environnementaux à savoir, la

température, le pH du sol, le carbone, l’azote, le phosphore et la concentration en

micro-éléments y compris les ions ferriques [192,193,194,170].

    En plus des différents éléments cités, le zinc et le cadmium semblent

stimuler la production des pyoverdines [195,196,193], tandis que le vanadium se

présente comme un facteur qui diminue la production des pyoverdines ainsi que

l’augmentation du fer dans le milieu [197,198].

 La production de pyoverdines n’est pas dépendante seulement de la

présence ou l’absence du fer, elle est régulée par la production d’autres métabolites

secondaires [170,199,200].

Moores et al [201] ont identifié les gènes codant pour la biosynthèse des

pseudobactines montrant ainsi la complexité de cette procédure (Figure 1.3).
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Figure 1.3 : Assimilation du fer chez les microorganismes aérobies et aéro-

anaérobies facultatifs [202].

1.3.1.6 Compétition trophique
 Les Pseudomonas spp. fluorescents ont l’aptitude d’utiliser une large gamme

de composés organiques, leur conférant une capacité d’adaptation remarquable à

des environnements variés [203,204,60]. Cette capacité d’assimilation constitue un

avantage compétitif particulier [60].

La concurrence pour les éléments nutritifs est un mécanisme fondamental

dans le biocontrôle des maladies telluriques [205]. Les Pseudomonas spp.

fluorescents peuvent atteindre la surface des racines par une mobilité active, facilitée

par la présence de flagelles, et guidée par le chimiotactisme

[172,3,206,207,208,209].
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La compétition trophique instaurée par les Pseudomonas spp. fluorescents

porte particulièrement sur la compétition pour le fer [210,126,211], par la synthèse

des sidérophores et de protéines membranaires réceptrices[124].

En plus les Pseudomonas spp. fluorescents presentent une capacité à utiliser

le mucilage excrèté par le système racinaires des plantes comme source de carbone

[212].

1.4 Association symbiotique légumineuses – Rhizobium

Les interactions entre les rhizobactéries et les plantes sont diverses,

complexes et fréquentes et elles ne sont pas un événement rare ou accidentel [213].

Ces interactions sont conditionnées par les rhizodépositions des plantes qui vont

influencer la qualité et la quantité des microorganismes. En effet, selon les

possibilités métaboliques de ces rhizobactéries, ils vont s'adapter au milieu et en être

dépendants [1].

 Selon la nature de cette dépendance, on peut distinguer deux grandes

catégories de microorganismes chimioorganotrophes, les microorganismes

saprophytes et symbiotiques [214].

L’association symbiotique entre les légumineuses et les rhizobactéries est

l’une des associations les plus étudiées, du fait de son importance agro-économique.

Cette association fut décrite par Boussingault en 1838 [215].

De nombreuses espèces appartenant à plus de 90 genres bactériens ont été

considérés comme diazotrophes, c'est-à-dire capable de réduire l’azote moléculaire

en ammonium avec une efficacité plus ou moins grande, ont été dénombrés [215].

Le nombre des légumineuses est estimé entre 17000 ou 19000 espèces [216],

alors que le nombre de bactéries nodulatrices identifiées est faible [217]. A ce jour,

62 espèces de rhizobacteries nodulatrice appartenant à douze genres ont été

recensées. La plupart des espèces font partie du genre Rhizobium, Bradyrhizobium,

Mesorhizobium et, Sinorhizobium récemment rebaptisée Ensifer [218,217]

(Tableau 1.2). Il est à noter que plusieurs espèces de rhizobactéries nodulatrices des

légumineuses ont été nouvellement identifiées (Tableau 1.3).
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Les rhizobactéries nodulatrices sont actuellement classés dans le phylum des

Protéobactéries, en majorité dans la classe Alphaprotéobactéries, qui contient six

familles de rhizobactéries nodulatrices dans le même ordre (Rhizobiales), telles qu’il

est énuméré dans la hiérarchie ci-dessous [219,217].

Rhizobiales
          Rhizobiaceae

                       Rhizobium
                       Ensifer (Sinorhizobium)

                       Brucellaceae
                       Ochrobactrum

          Phyllobacteriaceae
                      Phyllobacterium

                      Mesorhizobium
         Bradyrhizobiaceae

                      Bradyrhizobium
         Hyphomicrobiaceae

                      Azorhizobium
                     Devosia

         Methylobacteriaceae
                Methylobacterium

Il y a aussi trois rhizobactéries nodulatrice appartenant aux deux familles de

Betaproteobactéries, qui sont tous dans l'ordre Burkholderiales, comme indiqué ci-

dessous [219,217].

Burkholderiales

       Burkholderiaceae
                 Burkholderia

                 Cupriavidus
       Oxalobacteraceae

            Herbaspirillum
Bien que cela reste à confirmer, il est possible que certains

Gammaproteobactéries puissent provoquer des nodules chez les légumineuses

[220,217].
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Tableau 1.2 : classification des rhizobactéries symbiotique fixatrices d’azote [217].

Espèces et références Espèces et références

Rhizobium daejeonense [221]
Rhizobium etli  [222]
Rhizobium galegae  [223]
Rhizobium gallicum  [224]
Rhizobium giardinii [224]
Rhizobium hainanense [225]
Rhizobium huautlense  [226]
Rhizobium indigoferae [227]
Rhizobium leguminosarum [228,229*]
Rhizobium loessense  [230]
Rhizobium mongolense  [231]
Rhizobium sullae [232]
Rhizobium tropici [233]
Rhizobium undicola  [234,235*]
Rhizobium yanglingense  [236]

Ensifer abri [237]
Ensifer adhaerens [235,218*]
Ensifer americanum [239]
Ensifer arboris [240, 218*]
Ensifer fredii [241, 218*]
Ensifer indiaense [237]
Ensifer kostiensis  [240, 218*]
Ensifer kummerowiae[227, 218*]
Ensifer medicae[242, 218*]
Ensifer meliloti [243, 218*]
Ensifer saheli [244, 218*]
Ensifer terangae  [244, 218*]
Ensifer xinjiangense [245, 218*]

Mesorhizobium amorphae [246]
Mesorhizobium chacoense  [247]
Mesorhizobium ciceri  [248,249*]
Mesorhizobium huakuii  [250, 249*]
Mesorhizobium loti [251, 249*]
Mesorhizobium mediterraneum  [252, 249*]
Mesorhizobium plurifarium  [253]
Mesorhizobium septentrionale [254]
Mesorhizobium temperatum [254]
Mesorhizobium tianshanense [255, 249*]

Bradyrhizobium canariense [256]
Bradyrhizobium elkanii [257]
Bradyrhizobium japonicum  [258,259*]
Bradyrhizobium liaoningense [260]
Bradyrhizobium yuanmingense [261]

Burkholderia caribensis [262]
Burkholderia cepacia  [262]
Burkholderia phymatum  [262]
Burkholderia tuberum  [262]

Azorhizobium caulinodans[263]
Azorhizobium doebereinerae [264]

Cupriavidus taiwanensis [265,266*] Devosia neptuniae [267]
Herbaspirillum lusitanum [268] Phyllobacterium trifolii [268]
Methylobacterium nodulans [269] Ochrobactrum lupini [270]
*

: indique la publication originale, suivant la référence de reclassement ultérieur.
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Tableau 1.3 : classification des nouvelles rhizobactéries symbiotiques fixatrices

d’azote.

Espèces Références

Rhizobium cellulosilyticum
Rhizobium lusitanum

[271]
[272]

Ensifer mexicanus [273]

Mesorhizobium albiziae
Mesorhizobium thiogangeticum [274]

[275]

Burkholderia nodosa
Burkholderia mimosarum

[276]
[277]

Ochrobactrum cytisi [278]

Ces rhizobactéries peuvent fixés l’azote atmosphérique (N2)  et  le  réduire  en

ammoniaque (NH4OH) assimilable par la plante. Grâce à cette symbiose, les plantes

sont capables d’utiliser l’azote atmosphérique et de l’intégrer dans la structure des

protéines, ainsi pouvoir survivre dans des sols pauvres en azote. Une estimation

globale indique que 90. 10 6 tonnes d’azote par an sont fixées biologiquement à partir

de l’air [279]. De même les bactéries profitent de cette interaction par l’acquisition de

molécules carbonées produites par la plante par voie de photosynthèse [215].

La mise en place de cette association symbiotique implique une

reconnaissance spécifique entre les deux organismes à savoir la plante hôte et la

bactérie. En effet, chaque espèce de Rhizobium possède un spectre d’hôte bien

définie [215]. Ce spectre peut être très étroit, comme dans le cas de Sinorhizobium

meliloti, qui n’est capable de noduler que des légumineuses des genres Medicago,

Melilotus ou Trigonella, ou plus large, comme pour la souche de Rhizobium sp.

NGR234, qui nodule plus de 70 genres de légumineuses différents, ainsi que des

plantes non légumineuses de la famille des Ulmacées, du genre Parasponia [215].
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1.5 Processus de nodulation
L’association Rhizobium-légumineuse génère la formation d’organes

nouveaux fortement différenciés appelé nodules, ce développement est sous le

contrôle génétique des deux organismes ou en compte plus de 40 gènes végétaux et

50 gènes bactériens impliqués dans cette organogenèse [280].

Le nodule comporte des structures hyperplasiques et hypertrophiques

dérivées des tissus du cortex racinaire, à la suite d’échanges de signaux

moléculaires entre ces bactéries et leurs plantes hôtes

[281,282,283,284,285,286,287].

 L’organogenèse peut donner deux types de nodosités, l’une est dite de type

déterminé avec une forme sphérique rencontrée chez le soja, le haricot et la fève ; et

l’autre est de type indéterminé, avec une forme allongée trouvée sur luzerne, le pois

et le trèfle. Ces nodules ont la particularité d’avoir un méristème persistant qui

provoque continuellement la division de nouvelle cellule (Figure 1.4) [215,287].

Figure 1.4 : Les différentes formes des nodules chez les légumineuses [288].
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1.5.1 Structure et Rôle des flavonoïdes
La symbiose fixatrice d’azote entre les bactéries du sol du genre Rhizobium et

les légumineuses est établie par une signalisation réciproque entre les deux

partenaires, aboutissant à une cascade d’événements d’ordre morphologiques et

biochimiques [287].

Parmi les exsudats racinaires on trouve diverses substances telles que le

CO2, des glucides, des acides aminés, des acides organiques, des hormones, des

vitamines, les bétaïnes et des substances phénoliques telles que les flavonoïdes

(Tableau 1.4).

1.5.2 Structure et synthèse du facteur Nod
Les flavonoïdes et les betaïnes issues des exsudats racinaires des plantes,

induisent chez les souches de Rhizobium l’activation de certains gènes appelé gènes

nod responsable de la production d’une substance appelé lipochitooligosaccharides

(LCOs) [289,290], communément appelé facteurs Nod, qui a été déterminé

initialement par Lerouge et al en 1990 [291] (Figure 1.5) (Tableau 1.4).
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Tableau 1.4 : Caractéristiques de quelques flavonoïdes et autres substances

produites par Rhizobium [292].

Catégorie Nom/activité Structure spécifique/ou
formule chimique

Flavone

Luteolin
Flavone synthétisé par Medicago
spp. Active sur Sinorhizobium
meliloti

Chalcone

4,4'-Dihydroxy-2'-
methoxychalcone
chalcon synthétisé par Medicago
spp.

Daidzein
isoflavone active sur
Bradyrhizobium japonicum

Isoflavone

Génistein isoflavone synthétisé par
Glycine max et
Glycine soja Active sur Ensifer fredii

5,7,4'-TrihydroxyIsoflavone

Naringenin
Flavanone active sur Rhizobium
leguminosarum bv vicia

Flavanone

Apigenin Flavanone
synthétisé par Vicia fabea et
Pisium sativa active sur Rhizobium
leguminosarum bv vicia

5,7,3',4'-TetrahydroxyFlavanone

Flavonol Flavonol synthétisé par
Légumineuses tropicales
Parasponia spp. Rhizobium
sp.NGR234

5,7,3'-Trihydroxy-flavonol

Trigonilline (betaïne)

Substance non
Flavonoïdes

Acide tetronique(acide aldonique)
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  Figure 1.5 : Structure du facteur Nod chez la souche Rhizobium leguminosarum bv

viciae et la souche Sinorhizobium meliloti [293].

L’analyse génétique de diverses espèces de rhizobium a montré que les

gènes responsable de la synthèse des facteurs Nod se situe sur le plasmide sym

[294]. Ces gènes sont organisés en opéron [295], qui regroupe trois catégories de

gènes :

· les gènes régulateurs (nod D) : codent pour la synthèse des protéines

constituant le facteur de transcription, ces protéines ont la capacité de se

lier aux flavonoïdes spécifiques secrétées par la plante hôte [296]. Chez

les Rhizobiums, ces gènes s’expriment de manières constitutives. Les

facteurs de transcription sont donc continuellement synthétisés, qu’elle soit

la bactérie en symbiose ou non [297, 298,299,300,301,302,303].
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· Les gènes communs (nod A, B, C) : ces gènes sont présents chez tous les

Rhizobiums, codant pour des enzymes catalysant la synthèse de la

structure de base communes à tous les facteurs Nod (synthèse du

squelette de la molécule) [297,308, 309], Ces gènes nodABC jouent un

rôle absolument essentiel dans la formation des nodosités. Une mutation

dans l'un de ces gènes rend la bactérie incapable d'établir une relation

symbiotique.

· Les gènes spécifiques : on rencontre différents gènes spécifiques chez

différents genres de bactéries, leur rôle étant de coder pour des enzymes

catalysant la synthèse du facteur de nodulation (modification du squelette

de la molécule) [310,311]. Ces gènes sont responsables de la spécificité

qui existe entre les souches de Rhizobium et leur plante hôte, on

dénombre plusieurs gènes spécifiques responsable de ces modifications à

savoir [284] :

- Acides gras et 6-O Glycosylation (nodEF).

- Arabinosylation (noeC).

- Fucosylation (nodZ, nolK).

- Sulfation (nodH, noeE).

- Acétylation (nodL, nodX, nolL).

- N méthylation et carbamoylation (nodS, nodU, nolO).

- 2-O méthylation (noeI).

Par exemple les facteurs Nod produits par Sinorhizobium meliloti sont modifiés

par un groupement sulfate qui est incorporé par la sulfotransférase

bactérienne NodH [310,312] Ce groupement sulfate est absolument

nécessaire à la reconnaissance par la luzerne, qui est l’hôte naturel de

Sinorhizobium meliloti. En effet, en absence du groupement sulfate, les

facteurs Nod de Sinorhizobium meliloti sont inactifs sur la luzerne, alors que,

de façon étonnante, ils deviennent partiellement actifs sur des plantes

normalement non hôtes telles que la vesce [310]. Ce phénomène est, en fait,

dû à la ressemblance existant entre les facteurs Nod non sulfatés de

Sinorhizobium meliloti et les facteurs Nod produits naturellement par
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Rhizobium leguminosarum bv. viciae, dont la vesce est la plante-hôte

(Figure 1.5).

La présence de flavonoïdes dans la rhizosphère provoque, à des

concentration extrêmement faibles de l’ordre de 10 -9 à 10 -12 M, des modifications

morphologiques de la racine permettant aux Rhizobiums de la coloniser

[291,309,310,311,312, 313,314] (Figure 1.6).

Figure 1.6 : Echange moléculaire ente rhizobium et les légumineuses dans le

Processus de nodulation [315].

1.5.3 Etapes du développement du nodule
D’après Djordjevic [316] le développement des nodules se fait en 4 étapes

bien distinctes (Figure 1.7).

La première étape survient après 24 heurs de l’infection où le poil absorbant

se courbe ; seuls les jeunes poils absorbants peuvent être courbés pour entourer les

cellules bactériennes ; les Rhizobiums commencent la colonisation en secrétant le

facteur Nod, qui induit à la fois la courbure du poil absorbant et une division des

cellules corticales de la racine [314,317,318]. L’invagination de la paroi du poil
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absorbant donne naissance à un cordon d’infection ; c’est une structure tubulaire

dans laquelle les Rhizobiums sont alignées.

La deuxième étape, après 48 heurs de l’infection, les bactéries se multiplient

et progressent vers les cellules végétales en division.

La troisième étape, débute après 72 heurs de l’infection, où le cordon

d’infection rejoint les cellules en division en traversant trois à six couches de cellules

corticales. On constate au fond des ramifications du cordon la différenciation de

certaines cellules corticales qui se transforment en un méristème nodulaire formant

ainsi le nodule primaire.

La quatrième étape, environ 7 jours après l’infection, un nodule mature est produit

et divisé en plusieurs zones :

      -Une zone méristématique du nodule où se trouve des cellules végétales qui

se multiplient.

      -Une zone d’infection qui contient des bactéries qui ne sont pas fixatrice

d’azote et qui forment le cordon d’infection.

      -Une  zone de fixation de l’azote qui contient des bacteroïdes fixatrices

d’azote atmosphérique (N2) en ammoniaque (NH4OH), ces bactéries sont issues de

la division et la différenciation des rhizobium, constituant ainsi la majorité des

bactéries du nodule.

-Une zone de sénescence où se trouvent des bactéries en fin de vie qui ne sont

plus capables de fixer l’azote.
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Figure 1.7 : étape du développement du nodule d’après Djordjevic [316].

1.6 Rôle des exopolysaccharides dans la formation des nodules
La formation des nodules et la spécificité entre les souches de Rhizobium et

leur plante hôte ne dépendent pas seulement de la présence du facteur Nod, la

production d’exopolysaccharides (EPS) spécifiques par ces bactéries est crucial pour

cette organogenèse [319], il a été dénombré trois type d’exopolysaccharides produits

par Rhizobium à savoir : EPS II, Succinoglycane et glucane neutre cyclique [320].

Leur production dépend de la concentration du phosphate, qui est détecté par les

bactéries pendant le processus de nodulation [321,322], ce mécanisme reste encore

inconnu [320].
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Après que les bactéries s’installent dans les poils absorbants, elles

commencent à ce déplacer le long du cordon d'infection vers le nodule en

développement. Le déclenchement et la prolongation du cordon d'infection dépend

de la production d’exopolysaccharides (EPS) [323,324].

Plusieurs données expérimentales ont démontré que la production d'EPS par

Rhizobium est indispensable dans le cas de la formation des nodules indéterminées

telles que Medicago, Pisum ou Trifolium, car ils induisent la courbure du poil

absorbant [325,326,327].

1.7 Quorum sensing et régulation de l’activité microbienne
Depuis de nombreuses années, les chercheurs ont pensé que des bactéries,

qui sont unicellulaire conçues pour proliférer dans diverses conditions et milieu, sont

incapables d'interagir les une avec les autres et répondre à des stimuli

environnementaux, comme il est typique chez les organismes multicellulaires.

Cependant une étonnante découverte a été faite par Nealson et al [328] sur une

bactérie symbiotique marine Vibrio fischeri, montrant la capacité de ces bactéries à

réguler leur bioluminescence [329].

Ces bactéries ont montré une coordination de leur comportement, via la

sécrétion de molécules de signalisation spécifique au sein d'une population. Au cours

de la croissance les bactéries sécrètent ces molécules, qui s'accumulent dans

l'environnement et comme la densité de population augmente jusqu'à un seuil

critique la concentration est atteinte, ce qui va déclencher l'expression de certaines

catégories de Gènes. Ce type de communication cellulaire a été appelé « Quorum

sensing » afin de souligner le fait qu'un nombre suffisant de bactéries, est

nécessaires pour induire ou réprimer l'expression des gènes cibles [330, 331,332,

333,334,335,336,337].

 Le mécanisme du quorum sensing est basée chez les bactéries Gram négatif

sur la sécrétion d’une molécule appelée acyl-homoserine lactones (AHL)

[330,338,334, 335,336,337]. La production d’acyl-homoserine lactones diffère d’une

bactérie à une autre au niveau du groupement acyl associé au cycle lactone (nombre

de carbones, insaturation…) [340] (Figure 1.8) (Tableau 1.5).



39

Figure 1.8 : Structure générale de l’acyl-homosérine lactones [341].

Tableau 1.5 : Caractéristiques de quelques molécules d’acyl homosérine lactone

appartenant au genre Rhizobium [340].

Structure Organismes représentatifs

Rhizobium sp. Strain NGR234

Rhizobium leguminosarum

Sinorhizobium meliloti

Rhizobium etli CFN42

Rhizobium leguminosarum

Sinorhizobium meliloti

Rhizobium etli CFN42

Rhizobium leguminosarum
Sinorhizobium meliloti

Rhizobium leguminosarum

Sinorhizobium meliloti
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Il est noté que la plupart des organismes produisent plusieurs types d’AHL, et

un même AHL est synthétisé par plusieurs organismes [342]. Par conséquent, il

existe un certain chevauchement dans la production et la reconnaissance des AHL

par différents organismes bactériens [340].

La synthèse des AHL est assurée par un gène de type « I », lorsque la

concentration cellulaire de ces derniers atteint un seuil critique, ils forment un

complexe actif avec un activateur transcriptionnel intracellulaire de type « R », qui va

engendrer l’expression de l’opéron spécifique au quorum sensing [340,343].

La concentration des AHL est étroitement liée à la densité microbienne, plus le

nombre de bactérie augmente, plus la concentration de cette molécule est

importante. Cependant d’autres facteurs peuvent influencer cette concentration tels

que la formation de biofilms et l’agrégation bactérienne [344]. De plus un pH élevé et

une dégradation enzymatique peuvent diminuer la concentration de ce signal

moléculaire [340].

La communication chimique qui existe chez les rhizobacteries conditionne leur

interaction dans la rhizosphère par l’expression de différentes fonctions métaboliques

et physiologiques, en effet ces rhizobacteries utilisent le quorum sensing pour réguler

la production des métabolites secondaires active dans le sol [345]. Les bactéries du

genre Pseudomonas qui utilisent le quorum sensing comme un système de détection

et réglementation de certaines caractéristiques qui peuvent affecter leur persistance

et leurs viabilité dans le sol [346,347], la production des phénazines, ainsi que

d’autres métabolites secondaires antifongiques, sont entièrement régulées par le

quorum sensing [348,349,350,351].

De plus les relations symbiotiques formées entre les Rhizobiums et les

légumineuses sont le résultat d’un réseaux de signalisation complexe entre l’hôte et

le symbiote, où le quorum sensing joue un rôle clé dans cette symbiose

[352,353,354,355].
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Finalement il n’est pas surprenant que la symbiose, la pathogenèse et le

quorum sensing soient liés d’une manière complexe, étant donné qu’il existe un ou

plusieurs gènes homologues entre les différents organismes qu’il soit pathogène,

symbiotique ou organismes hôte. Par ailleurs, la possibilité a été évoquée que dans

les habitats naturels, les différentes espèces de bactéries communiquent les uns

avec les autres afin de coordonner leur comportement [356,337].
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CHAPITRE 2
MATERIELS ET METHODES

2.1 Le sol
Le sol utilisé dans nos expérimentations a été prélevé au niveau de la station

expérimentale du département d’agronomie de (Université de Blida), à partir d’une

parcelle nue non cultivée. Les caractéristiques physicochimiques du sol ont été

étudiées durant l’année 2006 au niveau du laboratoire de pédologie du département

d’Agronomie de l’Université de Blida [19] (Appendice B).

Apres séchage et tamisage (4 millimètres de diamètre) afin d’éliminer les

éléments grossiers. Le sol a été désinfecté par autoclavage (deux autoclavages à

120°C pendant 30 minutes sépares de 24 heures d’intervalle).

2.2 Souches bactériennes
Six souches de Pseudomonas fluorescens ont été utilisées dans nos

expérimentations (Tableau 2.6), il s’agit des souches CHAO, S20, D1, D2, CK4 et

P64.

Les souches S20 et P64 ont été isolées, respectivement, de la rhizosphère du

palmier dattier dans la région de Ghardaïa [357] et la rhizosphère de l’abricotier

(Mitidja) [10].

 La souche D1 de Pseudomonas fluorescens et la souche D2 de

Pseudomonas putida originaires de France sont utilisées dans de nombreux travaux

expérimentaux se caractérisent par une aptitude de biocontrôle et de colonisation

rhizosphérique [8].

Les souches CHAO et CK4 sont des souches de références, utilisées dans de

nombreux travaux de recherche et d’expérimentations [8,66,168,171,358,359]. La

souche CHAO se caractérise par sa forte capacité de colonisation rhizosphérique et

de la production de divers métabolites secondaires, notamment les pyoverdines,
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l’HCN et les phénazines. La souche CK4 est un mutant de CHAO déficient en

synthèse de pyoverdines (pvd-), qui utilisé spécialement, à titre comparatif, pour

étudier l’effet de la synthèse des pyoverdines sur leurs mécanismes d’actions.

Tableau 2.6 : Souches bactériennes.

Souches de Pseudomonas

fluorescens
Rhizosphère provenance Origine

CHAO et CK4 Tabac suisse

Envoi du P. Keel

(laboratoire de

phytomédecine, Zurich)

suisse

D1 Tomate France
Collection du laboratoire

de phytopathologie de

l’université de Blida

D2 Lin France
Collection du laboratoire

de phytopathologie de

l’université de Blida

     S20 Palmier dattier
Algérie

Collection du laboratoire

de phytopathologie de

l’université de Blida

    P64 Abricotier Algérie

Collection du laboratoire

de phytopathologie de

l’université de Blida

La pureté des souches a été vérifiée sur le milieu B de King (KB) [360]

(Appendice C), en réalisent plusieurs repiquages successives. Les souches purifiées

ont été conservées à 4° C.
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2.3 Phytostimulation de la croissance

2.3.1  Matériel végétal
Les essais de phytostimulation ont été réalisés avec trois espèces végétales :

· La tomate (Lycopersicum esculentum mill, variété Marmande).

· Le blé tendre (Triticum aestivum, variété Heinza).

· Le concombre (Cucumus sativus, variété Supermarketer)

Les graines de ces trois espèces végétales tomate, de concombre et de blé

tendre ont été désinfectées par trempage dans l’eau javellisée à 6° (20 minutes),

suivi de trois rinçages successifs dans l’eau distillée stériles (3 minutes) et séchée

sur papier filtre stérile.

2.3.2  inoculation bactérienne
Les souches bactériennes de Pseudomonas fluorescens utilisées dans cette

partie sont les souches CHAO, S20 et P64 (Tableau 2.6).

Les suspensions bactériennes des trois souches (CHAO, P64 et S20) ont été

préparées dans de l’eau distillée stérile à partir de cultures âgées de 24 heures

cultivées sur milieu B de King. La détermination de la concentration a été effectuée à

l’aide d’un spectrophotomètre (Shimadzu), à la longueur d’onde λ = 580 nm et en

l’ajustant à 108 CFU / ml.

2.3.3 Dispositifs expérimental
Pour chaque espèce végétale étudiée (tomate, blé tendre et concombre)

quatre traitements ont été appliqués correspondant aux applications des trois

souches bactériennes et le traitement témoin.

Les différents traitements étudiés ont été repartis en quatre blocs aléatoires

complets avec 6 répétitions pour chaque traitement (Figures 2.9).

Les traitements sont :

T1, T2 et T3 : plants de tomate bacterisés respectivement avec les souches CHAO,

P64 et S20.

 T4 : plants de tomate témoin non bacterisés.
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T5, T6 et T7 : plants de blé tendre bacterisés respectivement avec les souches

CHAO, P64 et S20.

T8 : plants de blé tendre témoin non bactérisés.

T9, T10 et T11 : plants de concombre bacterisés respectivement avec les souches

CHAO, P64 et S20.

T12 : plants de concombre témoin non bacterisés.

Figure 2.9 : Dispositif expérimental de l’essai de la promotion de la croissance végétale :

                    a : chez la tomate.
                    b : chez le concombre.
                    c : chez le blé tendre.

2.3.4 Evaluation de la phytostimulation
Les effets de la bactérisation ont été évalués en mesurant quelques

paramètres révélateurs de la croissance végétale selon la morphologie de chaque

espèce étudiée.

a b

c
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2.3.4.1 Taux de levée
L’estimation du taux de levée des plants consiste à effectuer le comptage du

nombre des plantules levées, au niveau de chaque traitement Le suivi de la levée a

été effectué 24 heures après la bactérisation.

Les paramètres de croissances ont été évalués à deux périodes différentes,

qui sont respectivement pour la tomate et le blé tendre.

· Première période : après 16 jours de la bactérisation.

· Deuxième période : après 31 jours de la bactérisation pour le blé tendre et 40

jours pour la tomate.

Pour le concombre une seule date a été retenue après 38 jours.

2.3.4.2. Hauteur de la tige
La hauteur finale des tiges a été mesurée avec un mètre ruban du collet jusqu’ à

l’extrémité apicale.

2.3.4.3 Longueur des racines
Pour les deux périodes, les plants ont été dépotés et secoués pour éliminer la

masse adhérente du substrat  et après un rinçage les racines sont étalées et

mesurées.

2.3.4.4 longueur de la première feuille
Ce paramètre a été évalué uniquement pour le blé tendre, il s’agit de mesurer la

longueur du pétiole jusqu’à l’extrémité de la feuille.

2.3.4.5 Poids frais et poids sec de la partie aérienne
Après dépotage, les plants sont immédiatement coupés au niveau du collet,

pour peser le poids frais de cette partie. Le poids sec a été déterminé après passage

de cette même partie aérienne à la température de 105°C pendant 24 heures.
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2.3.4.6 Surface foliaire
 Ce paramètre a été évalué uniquement pour le concombre. La surface foliaire

a été mesurée à partir de deux échantillons de chaque traitement des plants de

concombre.

Des unités préliminaires de 3 à 5 carrées foliaires de 4 cm2 ont été pesées

pour déterminer leur poids frais (g), une extrapolation à partir des différentes

répétition nous a permis de déduire l’équivalent en poids (1g) par rapport à la surface

foliaire.

L’analyse statique des résultats a été effectuée par l’analyse de la variance.

Dans le cas où cette dernière est significative, la comparaison des traitements à été

effectuée sur la base des moyennes obtenues selon la plus petite amplitude

significative (PPAS) de test de Newman-Keuls au risque d’erreurs (a = 5%).

2.4 Etude de la compétence rhizosphérique
L’étude de la compétence rhizosphérique vise à évaluer les potentialités

d’adaptation et de colonisation des souches bactériennes au niveau de la

rhizosphère. A cet effet, deux essais ont été réalisés en interaction avec des plantes

herbacées.

· Le premier essai porte sur la mise en évidence de l’effet de la plante sur

les aptitudes de trois souches bactérienne à coloniser la rhizosphère. Cette

interaction a été réalisée avec trois espèces végétales, la tomate

(Lycopersicum esculentum variété Heinz 1370), le blé dur (Triticum durum

variété waha) et le lin (Linum usitassinum variété opaline), en appliquant

les trois souches bactériennes D1, D2 et S20 (Tableau 2.7).

· L’objectif du deuxième essai est la mise en évidence de l’effet de la

synthèse des pyoverdines sur la compétence rhizosphérique des souches

CHAO, S20 et CK4 (Tableau 2.6) en interaction avec des plants de tomate

(Lycopersicum esculentum variété Heinz 1370).
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Concernant le deuxième essai le sol, contenu dans le dispositif, a subi un

changement dans la concentration du fer, Certains microcosmes ont été carencés en

fer par addition d’un chélateur de fer l’acide éthylène diamine tétracétique (EDTA) à

une concentration de 0.01g / ml, et d’autres ont subi un enrichissement en fer par

addition de FeCl3 à raison de 0.01 g / ml.

2.4.1 Préparation du végétal
Les espèces végétale utilisées dans les essais relatives à la compétence

rhizosphérique, à savoir la tomate, le lin et le blé dur, ont subi une désinfection par

trempage dans l’eau javellisée à 6° pendant 20 minutes, suivi de trois rinçages

successifs, de 3 minutes chacun, dans de l’eau distillé stérile et séchées sur papier

filtre stérile.

2.4.2 Microcosme
Les essais ont été conduits dans des microcosmes conçus selon la

description de Latour et al [361] (Figure 2.10).

Le microcosme se compose de trois parties (Figure 2.10).

- Un tube à essai d’une dimension de 150mm x 25mm, contenant 20 ml d’eau

           stérile.

-  Une seringue stérile d’un volume de 5 ml

     -    Une bande de tissu stérile absorbant mesurant 8 cm de long sur 2 Cm de

large, insérée partiellement, environ 1 cm, à la base de la seringue, qui est

remplie avec 9 g de sol désinfecté, et placée dans le tube à essai.
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Figure 2.10: les différents constituants du microcosme.

(a) : seringue stérile contenant 10 g de sol.
(b) : tube à essai d’une dimension de 150mm x 25 mm.
(c) : bande de tissu mesurant 8 cm x 2 cm.
(d) : niveau d’eau.

2.4.3  Bactérisation des microcosmes
Les graines de tomate désinfectées ont été déposées dans le tube contenant

9 g de sol et recouvertes immédiatement par 1g de sol, pour avoir 10 g de sol dans

chaque microcosme.

La suspension bactérienne a été obtenue à partir d’une culture bactérienne

âgée de 24 heures, prélevée sur milieu King B. La concentration de la suspension

bactérienne a été évaluée au spectrophotomètre à une longueur d’onde de 580 nm.

La suspension bactérienne a été apportée dans les microcosmes à raison de 108

CFU/ g de sol.

a

b

c

d
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2.4.4 Dispositif expérimental

2.4.4.1 Essai de la dynamique des populations bactériennes
Cet essai a été réalisé selon un dispositif expérimental en randomisation totale

avec 12 répétitions pour chaque traitement (Figure 2.11). Comparant l’interaction de

deux facteurs

Facteur 1 : trois espèces végétales Lin, Tomate et Blé dur.

Facteur 2 : trois souches bactériennes D1, D2 et S20.

L’étude a été réalisée en deux périodes après 15 et 30 jours de la

bactérisation. Les 9 traitements issus de cette l’interaction sont :

T1, T2, T3 : Plants du lin bactérisés respectivement par les souches D1, D2 et S20.

T4, T5 et T6 : Plants du blé bactérisés respectivement par les souches D1, D2 et

S20.

T7, T8 et T9 : Plants de tomate bactérisés respectivement par les souches D1, D2 et

S20.

Figure 2.11 : Dispositif expérimental de la dynamique bactérienne.
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2.4.4.2 Essai de l’effet de synthèse des pyoverdines
Cet essai a été conduit selon un dispositif expérimental en randomisation

totale (Figure 2.12).  Nous avons étudié l’effet de deux facteurs et de leur interaction

sur la dynamique des populations bactériennes.

· Le premier facteur concerne la bactérisation représentée par trois niveaux

correspondants aux trois souches de Pseudomonas spp. fluorescents :

S20, CHAO et CK4.

· Le deuxième facteur concerne les additifs apportés aux microcosmes selon

deux niveaux : apport en FeCl3 et apport en EDTA.

Au total, nous avons étudié 9 traitement dont 6 traitements bactérisés et

amandés et trois traitements témoins avec 12 répétitions par traitement. Ces

traitements sont :

T1, T2 et T3 : microcosme amendé par FeCl3 et bactérisé respectivement par

                                 les souches CHAO, CK4 et S20.

T4, T4 et T6 : microcosme amendé par EDTA et bactérisé respectivement par

                                 les souches CHAO, CK4 et S20.

A titre de comparaison, les témoins ont été représentés par des microcosmes

bactérisés sans l’addition du FeCl3 ou de l’EDTA), comportant trois traitements :

     T7 : microcosme bactérisé par la souche CHAO.

          T8 : microcosme bactérisé par la souche CK4.

          T9 : microcosme bactérisé par la souche S20.

Les microcosmes ont été déposés dans un phytotron pendant 30 jours avec une

photopériode de 16 heures à 25 °C.
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Figure 2.12 : Dispositif expérimental de l’essai sur l’effet des pyoverdines

2.4.5 Dénombrement bactérien
Pour les deux essais, nous avons adopté la même procédure de

dénombrement.

Après avoir découpé les parties aériennes, au raz du sol, avec un scalpel

désinfecté, le contenu de la seringue, a été récupéré et mis en suspension dans un

Erlen Meyer contenant 90 ml d’eau distillé stérile. Après homogénéisation la

suspension obtenue est mixée (mixeur Blender) pendant 5 minutes. 1ml de la

mixture est déposée dans un tube à essai contenant 9 ml d’eau distillée stérile. A

partir de cette dilution, une série de dilutions de 10 en 10 a été préparée jusqu’à la

dilution 10-8.

Les opérations d’isolement pour le dénombrement ont été effectuées avec les

dilutions 10–5, 10-6, 10-7 et 10 -8 avec 3 répétitions pour chaque dilution.
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L’ensemencement a été effectué avec 0.1 ml de chaque dilution, étalé à l’aide de

billes en verre, (Ø2 mm), sur la surface de la boite de Pétri contenant le milieu King

B. L’incubation a été réalisée à 25 °C pendant 24 à 48 heures.

Selon le protocole de dénombrement établi au laboratoire d’écologie microbienne

et pathologie des sols (UMR-INRA-Dijon-France), seul les boites présentant entre 30

et 600 colonies ont été retenues. Le calcul de la concentration bactérienne de la

solution mère se fait selon la formule suivante :

Concentration de la solution mère = Nombre de colonies / (Volume x   dilution)

Les résultats obtenus ont subi une analyse de la variance et la comparaison des

traitements a été effectuée selon le test Newman-Keuls au seuil de risque d’erreur de

5%pour déterminer les amplitudes significatives, permettant de se prononcer sur les

significations des traitements étudiées [362].

2.5 Essai de nodulation

2.5.1 Matériel biologique

2.5.1.1 Matériel végétal
La légumineuse utilisée dans notre expérimentation est la fève (Vicia faba L.,

variété Histal). Les graines ont été désinfectées par trempage dans de l’eau

javellisée à 6° pendant 20 minutes, suivi de trois rinçages successifs (3 minutes

chacun) dans de l’eau distillé stérile et déposées sur du papier filtre stérile Imbibé

durant 6 heures.

2.5.1.2 Souche de Pseudomonas fluorescens

Deux souches de Pseudomonas fluorescens ont été utilisées dans l’essai de

nodulation, il s’agit des souches CHAO et P64 (Tableau 2.6).

2.5.1.3 Isolement et identification des souches de Rhizobium sp.
Les souches de Rhizobium sp. ont été obtenues par isolement à partir de

nodules de la fève cultivée dans la région de Cherchell.
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La procédure d’isolement a été réalisée selon la méthode adoptée de

Grainger [363]. Les racines de la fève présentant des nodules ont été découpés et

rincés à l’eau courante. Une désinfection superficielle a été réalisé par le passage

dans  l’eau javellisée à 6° pendant deux minutes. Suivi d’une désinfection (de deux

minutes) à l’alcool (97°), puis trois rinçages successifs à l’eau distillée stérile de trois

minutes chacun.

Le nodule est pris avec une pince et avec un scalpel stérile et incisé avant de

le déposer dans une boite de Pétri contenant le milieu PDAE (potato dextrose agar +

extrait de levure) (appendice C). L’incubation a été effectuée pendant 4 jours à la

température de 27°C.

2.5.2.3 Identification des bactéries
En l’absence de critères biochimiques absolus, le seul critère d'appartenance

au genre Rhizobium est la capacité des souches isolées de provoquer la formation

de nodosités observables sur les racines de la légumineuse d’origine (la fève) en

environnement stérile après reinoculation [364]. Selon les orientations de cet auteur,

la présélection des souches assimilées à Rhizobium sp s’est basée, notamment sur

les caractéristiques macromorphologiques et micromorphologique et la coloration de

Gram.

L’identification de souche, qui peuvent être assimilées au genre Rhizobium se

base sur  l’apparence et l’élasticité de la colonie bactérienne, ainsi que les

paramètres morphologiques incluant la forme, le diamètre, l’élévation et la couleur,

ainsi que le test de coloration de gram [365,366]. En plus des ces caractères la

coloration de Gram a été effectuée selon la technique décrite (appendice D) [367].

2.5.2.4 Reinoculation des souches de Rhizobium sp.
Afin d’étudier l’efficacité des souches isolées à provoquer la formation de

nodules, des plants de fève (Vicia faba) on été semies dans un sol stérile, et

bactérisés avec une suspension préparé à partir des souches bactériennes isolées

au préalable.

Cet examen est réalisé avec deux répétitions par souche bactérienne isolée,

avec un témoin non bactérisé, pendant une période de 30 jours.
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2.5.3 Inoculation des bactéries
L’essai de nodulation a été réalisé avec les deux souches de Pseudomonas

fluorescens (CHAO et P64) en interaction avec trois souches bactériennes de

Rhizobium sp.(R1, R2 et R3).

La bactérisation des pots avec les souches de Pseudomonas fluorescens a

été effectuée le jour du semis, avec une suspension bactérienne, d’une

concentration de 108 CFU / g de sol, préparée à partir d’une crème bactérienne âgée

de 24 heures, et évaluée par spectrophotomètre à la longueur d’onde de 580 nm.

Après trois jours du semis, les pots sont bactérisés avec une suspension

bactérienne de souches de Rhizobium sp., d’une concentration de 108 CFU / g de

sol, préparée à partir d’une culture âgée de 4 jours, et évalué par spectrophotomètre

à la longueur d’onde de 600 nm (Appendice E).

2.5.4 Dispositif expérimental
L’essai a été conduit selon un dispositif expérimental en blocs aléatoire

complets avec 3 répétitions (Figure 2.13). Dans chaque bloc figure les 12 traitements

étudiés avec 10 plants par interaction et 5 plants par témoin.

Les traitements sont :

T 1 : plants bactérisés par les souches CHAO et R1.

T 2 : plants bactérisés par les souches CHAO et R2.

T3 : plants bactérisés par les souches CHAO et R3.

T 4 : plants bactérisés par les souches P64 et R1.

T 5 : plants bactérisés par les souches P64 et R2.

T 6 : plants bactérisés par les souches P64 et R3.

T 7 : plants bactérisés par la souche CHAO.

T 8 : plants bactérisés par la souche P64.

T 9 : plants bacterisés par la souche R1.

T 10 : plants bactérisés par la souche R2.
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T 11 : plants bactérisés par la souche R3.

T 12 : témoin, plant non bactérisés.

Figure 2.13 : Dispositif expérimental de l’essai de nodulation.

2.5.5 Paramètres étudiés

2.5.5.1 Paramètres de croissance
 Au terme de notre expérimentation, soit 40 jours, les plants sont dépotés, les

racines sont lavées pour les débarrasser du substrat adhérant afin de mesurer leur

longueur. Le poids frais et le poids sec de la biomasse aérienne et racinaire de

chaque plant sont ensuite déterminés.

2.5.5.2 Nombre de nodule
Après dépotage des pots, la partie racinaire est soigneusement lavée afin de

dénombrer les nodules développés sur les racines de chaque plant.

2.5.5.3 Détermination des matières azotées totales (MAT%)
L’azote a été dosé par la méthode de KJELDAHL [368].
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2.5.5.3.1 Minéralisation
L’opération s’effectue sur un échantillon de 1 g, qu’on introduit dans un matras

de 250 ml, en ajoutant 2 g du catalyseur (Appendice F).

Le matras est porté sur un support d’attaque et chauffer jusqu’à décoloration

du liquide vert stable. Après refroidissement, on ajoute peu à peu, avec précaution,

200 ml d’eau distiller en agitant et en refroidissant sous un courant d’eau.

2.5.5.3.2 Distillation
50 ml du contenu du matras sont transverses dans l’appareil distillateur (Buchi

315). Dans un bécher destiné à recueillir le distillat, on met 20 ml d’indicateur

(Appendice F).

50 ml de lessive de soude (d= 1.33) sont versé dans l’appareil distillateur,

l’attaque doit se faire jusqu’à l’obtention d’au moins 100 ml de distillat, titré en retour

par l’acide sulfurique (N/20) jusqu’à l’obtention de la couleur initial de l’indicateur.

1 ml d’H2SO4 (1N)                       0.014 g (d’N)

1 ml d’H2SO4 (N/20)                     0.0007 g(d’N)

N (g) = X x 0.0007 x 100/y x 200 / A

X: descente de la burette (en ml)

Y : poids de l’échantillon de départ.

A : Volume de la prise d’essai

                                                MAT (%MS)= N (G) x 6.25

2.5.5.4 Colonisation rhizosphérique
Dans le but d’évaluer le pouvoir colonisateur des souches de Pseudomonas

fluorescens utilisées dans l’essai de nodulation, une vérification de l’installation de

ces souches au niveau de la rhizosphère a été effectuée. A cet effet un fragment de

racine est prélevé au niveau de chaque traitement et de chaque bloc, suivi d’un

rinçage avec de l’eau distillée stérile et séchés séparément sur papier filtre. Chaque

fragment a été déposé aseptiquement sur le milieu King B dans 2 boites de Pétri.

Les observations ont été effectuées 24 h à 72 h après incubation à 27°C.
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CHAPITRE 3
RESULTATS ET DISCUSSION

3.1 La phytostimulation

3.1.1 Phytostimulation du blé tendre

3.1.1.1 Taux de levée
La levée du blé tendre n’a démarré qu’après le troisième jour du semis pour

les différents traitements, où nous constatons une légère supériorité des traitements

bactérisés avec les souches CHAO, P64 et S20 par rapport au témoin (Figure 3.14).

Nous constatant l’existence de trois groupe homogènes, classés selon le test de

Newman-Keuls (a = 5%), en trois groupes homogènes (a) renfermant les traitements

S20 et P64 avec 88 % de taux de levée, le groupe homogène (b) représenté par le

traitement CHAO avec un taux de levée de 85 %, tandis que le taux de levée du

témoin n’est que de 81 % (groupe homogène (c)) (Figure 3.14).

Après le cinquième jour du semi, l’évolution reste plus notable chez les plants

bactérisés avec la souche S20, qui a enregistré un taux de levée de 94 %, alors que

le témoin atteint seulement un taux de levée de 86 % (Figure 3.14).

Le taux de levée des différents traitements bactérisés et le témoin ont évolué

après le cinquième jour pour se stabiliser aux dixième jours, atteignant un maximum

de 96% pour les plants bactérisé avec la souche S20, qui représente le groupe

homogène (a). Le groupe homogène (b) qui renferme les traitements bactérisés avec

la souche CHAO et P64, affiche respectivement un taux de levée de 93 % et de

92%, tandis que le témoin a atteint un taux de levée final de 89% (Figure 3.14).
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       Figure 3.14 : Evolution du taux de levée (%) en fonction du temps.
      * : Les traitements avec la même lettre ne présentent pas une différence au

seuil a= 5% selon le test de Newman-Keuls.

3.1.2 Paramètres de croissance
Il est à noter que les paramètres de croissance ont été mesurés à deux

périodes différentes, correspondant respectivement, aux mensurations réalisées

après 16 jours (Figure 3.15) (période 1) et après 31 jours (Figure 3.16) de la

bactérisation (période 2).
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Figure 3.15 : Plants de blé après 16 jours de la bactérisation.

Figure 3.16 : Plants de blé après 31 jours de la bactérisation.

3.1.2.1 Longueur de la première feuille
Pour les deux périodes, après 16 et 31 jours, les résultats ont montré qu’il

n’existe pas une différence significative antre les traitements bactérisés et le témoin

non bactérisé (p >0.05).



61

Les mensurations des premières feuilles chez les plants bactérisés ou chez

les témoins n’ont pas permis de déceler des variations significatives (Tableau 3.7).

Tableau 3.7 : Longueur moyenne de la première feuille (cm) chez le blé tendre.

Traitement Période 1 (après 16 jours) Période 2 (après 31 jours)

Blé S20
Blé CHAO
Blé P64
Blé Témoin

9.71
9.41
9.41
9.13

9.70
9.87
9.73
9.68

3.1.2.2 Hauteur de la tige
Les mesures de la hauteur des tiges ont montré qu’il existe une différence

significative entre les traitements étudiés (p >0.05). Dans les deux périodes, les

plants bactérisés ont montré des longueurs de tige supérieures a celle des plants

non bactérisés (Tableau 3.9).  A la première période, les souches P64 et CHAO ont

provoqué les effet les plus notables, alors que durant la deuxième période, une

performance similaire a été enregistrée chez tous les plants bactérisés (Tableau 3.9).

Durant la première période, les traitements ont été classés, selon le test de

Newman-Keuls (a= 5%), en trois groupes homogènes, alors que durant la deuxième

période, ils sont classés en deux groupes homogènes, toujours mentionnant la

supériorité des traitements bactérisés par rapport aux traitements non bactérisés

(Tableau 3.8).
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Tableau 3.8 : Hauteur de la tige (cm) chez le blé tendre.

Traitements Période 1 (après 16 jours) Période 2 (après 31 jours)

Blé P64
Blé CHAO
Blé S20
Blé Témoin

7.47 (a)*
7.42 (a)
7.13 (b)
6.13 (c)

25.53 (a)*
24.51 (b)
25.38 (a)
23.70 (c)

 (*) : Les taux suivis de la même lettre ne présentent pas une différence significative
selon le test de Newman – Keuls (a = 5%).

3.1.2.3 Poids frais et poids sec de la partie aérienne
Les résultats obtenus en poids frais et en poids sec, de la partie aérienne, ont

montré qu’il existe une différence significative dans les deux périodes (p >0.05).

Pour la première période, l’efficacité de la bactérisation a été enregistrée chez

les traitements bactérisés avec les souches S20 et CHAO, où nous constatons un

même poids frais de 0.60 g. Le traitement bactérisé avec la souche P64 a montré un

poids de 0.56 g, alors que chez le témoin le poids frais est de 0.51 g.

Durant la deuxième période, nous n’avons pas pu distinguer des effets

différentiels entre les trois souches testées. En effet le test de Newman –Keuls

(a = 5%) classe les trois traitements bactérisés dans le même groupe homogène (a),

tandis que le témoin appartient au groupe homogène (b) avec 1.47 g (Tableau 3.8).

En ce qui concerne le poids sec, les plants bactérisés avec la souche S20 ont

enregistré une valeur maximale de 0.059 g dans la première période, en formant un

groupe homogène avec les traitements bactérisés avec les souches P64 et CHAO,

par rapport au témoin (b) avec un poids sec de 0.049.

En deuxième période, la meilleure performance a été obtenue chez les plants

bactérisés par la souche P64. Les autres traitements sont classés dans le même

groupe homogène avec le témoin (Tableau 3.9).
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Tableau 3.9 : Poids frais et poids sec de la partie aérienne (g) chez le blé rendre

Poids frais Poids secTraitements

Période 1
(après 16 jours)

Période 2
(après 31

jours)

Période 1
(après 16 ours)

Période 2
(après 31 jours)

Blé S20
Blé CHAO
Blé P64
Blé Témoin

0.60 (a)*
0.60 (a)
0.56 (b)
0.51 (c)

1.50 (a)*
1.50 (a)
1.52 (a)
1.47 (b)

0.059 (a)*
0.056 (ab)
0.054 (a)
0.049 (b)

0.25 (b)*
0.25 (b)
0.26 (a)
0.25 (b)

(*) : Les taux suivis de la même lettre ne présentent pas une différence significative selon
le test de Newman – Keuls (a = 5%).

3.1.2.4 Longueur des racines
Les différentes mesures des longueurs des racines ont montré une différence

significative durant les deux périodes. Le traitement bactérisé avec la souche S20 a

montré une meilleure performance durant la première période (a) avec une valeur de

26.47 cm, par rapport aux traitements bactérisés et au témoin (Tableau 3.10).

Durant la deuxième période, les plants bactérisés avec la souche CHAO

représentent le groupe homogène (a) avec une longueur de 29.35 cm, par rapport

aux témoins et aux deux autres traitements bactérisés (b) (Tableau 3.10).

Tableau 3.10 : Longueur des racines (cm) chez le blé tendre.

Traitements Période 1 Période 2

Blé S20
Blé P64
Blé CHAO
Blé Témoin

26.47 (a)*
24.53 (c)
25.79 (b)
22.85 (b)

24.46 (b)*
25.95 (b)
29.35 (a)
25.88 (b)

(*) : Les taux suivis de la même lettre ne présentent pas une différence significative selon
le test de Newman – Keuls (a = 5%).
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3.1.2 Phytostimulation de la tomate
Les paramètres de croissance étudiées, sur la tomate, ont été évalués aussi

dans deux périodes différentes, qui sont respectivement la 1ére période (après 16

jours de la bactérisation) (Figure 3.17) et la 2éme période (après 40 jours de la

bactérisation) (Figure 3.18).

Les analyses de la variance, effectuées sur l’ensemble des paramètres de

croissance, dans les deux périodes, montrent que les différences sont significatives

entre les différents traitements étudiés (P < 0.05).

Figure 3.17 : Plants de tomate après 16 jours de la bactérisation.

Figure 3.18 : Plants de tomate après 40 jours de bactérisation
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3.1.2.1 Hauteur de la tige
Les plants bactérisés par les souches CHAO et P64 enregistrent, durant la 1ère

période, la meilleure performance avec une hauteur respective de 8.22 cm et 8.12

cm formant ainsi le groupe homogène (a), comparativement au traitement bactérisé

par la souche S20 (b) et le témoin (c) (Tableau 3.11).

Les traitements bactérisés avec la souche CHAO, dans la deuxième période,

classés dans le groupe homogène (a) avec une valeur maximale de 18.23 cm, tandis

que les traitements bactérisés avec la souche S20 sont groupés avec le témoin dans

le groupe homogène (c).

Tableau 3.11 : Hauteur de la tige (cm) chez la tomate

Traitements Période 1 (après 16 jours) Période 2 (après 31 jours)

Tomate CHAO
Tomate P64
Tomate S20
Tomate Témoin

8.22 (a)*
8.12 (a)
7.75 (b)
6.37 (c)

18.23 (a)*
17.51 (b)
16.63 (c)
16.56 (c)

(*) : Les taux suivis de la même lettre ne présentent pas une différence significative selon
le test de Newman – Keuls (a = 5%).

3.1.2.2 Poids frais et poids sec de la partie aérienne
L’estimation des poids frais et sec de la partie aérienne, des plants de tomate,

a révélé des effets de phytostimulation notables après bactérisation. Le test de

Newman – Keuls (a = 5%) nous a permis de classer les différents traitement dans

des groupes homogènes.

Dans le cas du poids frais, nous constatons l’existence de quatre groupes

homogènes (a, b, c, d) durant la première période. Il est a noter que la meilleure

performance a été enregistrée chez les traitements bactérisés avec la souche S20

avec 0.99 g, par rapport au témoin (0.65) (Tableau 3.12).

Durant la deuxième période nous avons noté une meilleure phytostimulation

dans le cas de la souche CHAO avec 5.03g en poids frais, comparativement au

témoin et aux autres traitements (Tableau 3.12).
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Concernant le poids sec, durant la première période la stimulation est

significative dans le cas de la bactérisation avec la souche CHAO classée seule en

groupe homogène (a) avec une valeur de 0.084 g, tandis que les traitements

bactérisés avec la souche S20 et le témoin sont groupés dans le groupe homogène

(c)(Tableau 3.12).

L’effet stimulateur le plus notable, durant la deuxième période, est enregistré

chez les traitements bactérisés avec la souche P64, comparativement au témoin

(Tableau 3.12).

Tableau 3.12 : Poids frais et poids sec (g) chez la tomate.

Poids frais Poids secTraitement

Période 1
(après 16
jours)

Période 2
(après 31 jours)

Période1
(après 16 jours)

Période 2
(après 31 jours)

Tomate S20
Tomate CHAO
Tomate P64

Tomate Témoin

0.99 (a)*
0.86 (b)
0.79 (c)
0.65 (d)

4.85 (b)*
5.03 (a)
4.70 (b)
4.36 (c)

0.058 (c)*
0.084 (a)
0.066 (b)
0.056 (c)

0.69 (c)*
0.77 (b)
0.81 (a)
0.61 (d)

(*) : Les taux suivis de la même lettre ne présentent pas une différence significative selon
le test de Newman – Keuls (a = 5%).

3.1.2.3 Longueurs des racines
Les plants bactérisés avec les souches P64 et CHAO ont montré les

longueurs racinaires les plus importantes durant la première période (groupe

homogène (a)) par rapport au témoin. Durant la 2éme période, l’effet le plus notable a

été enregistré chez les plants bactérisés avec la souche CHAO avec une valeur de

27.95 cm comparativement au témoin (Tableau 3.13).
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Tableau 3.13 : Longueur des racines (cm) chez la tomate.

Traitements Période 1 (après 16 jours) Période 2 (après 31 jours)

Tomate CHAO
Tomate P64
Tomate S20
Tomate Témoin

11.46 (a)*
11.68 (a)
10.73 (b)
9.23 (c)

27.95 (a)*
25.86 (b)
24.90 (b)
24.32 (c)

(*) : Les taux suivis de la même lettre ne présentent pas une différence significative selon
le test de Newman – Keuls (a = 5%).

3.1.3 Phytostimulation du concombre

3.1.3.1 Taux de levée
Les résultats obtenus, après une période de 23 jours du semis, montrent

l’existence d’une différence significative entre les différents traitements étudiés.

La levée du concombre a démarré dés le deuxième jour du semis, pour les

traitements bactérisés avec la souche CHAO, suivi par les traitements S20 et P64 au

troisième jour, alors que le démarrage de la levée n’a lieu qu’au 5eme jour pour le

témoin (Tableau 3.14).

Une évolution des taux de levée est constatée après le cinquième jour,

jusqu’au 10éme jour, où nous constatons une stabilité de l’évolution du taux de levée

du témoin avec 62 % par rapport aux traitements bactérisés. Les traitements

bactérisés avec les souches P64 et CHAO atteignent une valeur maximale de 75 %

vers le 17émé jours (Tableau 3.14).
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Tableau 3.14 : L’évolution du taux de levée (%) du concombre.

Jours
Traitements 1 2 3 5 6 7 8 9 10 12 17

S20
P64
CHAO
Témoin

0
0
0
0

0
0
4
0

4
4
4
0

8.33
8.33
20
16

29
25
41
45

29
41
41
50

37
41
58
58

37
45
58
58

41
50
58
62

50
62
62
62

58
75
75
62

Les paramètres de croissance des plants du concombre ont été évalués après

une période de 38 jours de la bactérisation (Figure 3.19).

Figure 3.19 : Plants de concombre après 38 jours de la bactérisation.

3.1.3.2 Hauteur de la tige
L’analyse de la variance, concernant la hauteur des tiges, a révélé des

différences non significatives entre les traitements bactérisés et le témoin, où nous

avons enregistré une valeur maximale de 20.3 cm chez les plants bactérisés par la

souche CHAO, tandis que le témoin affiche une valeur de 18.55 cm (Tableau 3.15).
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Tableau 3.15 : Hauteur de la tige (cm) chez le concombre.

Traitements Longueur de la tige

Concombre CHAO
Concombre S20
Concombre P64
Concombre Témoin

20.3
19.11
18.75
18.55

3.1.3.3 Poids frais et poids sec de la partie aérienne
Selon les valeurs obtenues pour les deux paramètres, la différence est

significative entre les traitements étudiés (p<0.05).

Pour le poids frais et le poids sec, la meilleure performance a été enregistrée

chez les plants bactérisés avec la souche CHAO. Pour les autres traitements, les

valeurs sont légèrement supérieures au témoin qui est classé dans le groupe (c)

selon le test de Newman-Keuls (a = 5%) (Tableau 3.16, Figure 3.19).

Tableau 3.16 : Poids frais et poids sec (g) de la partie aérienne

Traitements Poids frais Poids sec

Concombre CHAO
Concombre P64
Concombre S20
Concombre Témoin

8.25 (a)*
7.44 (b)
7.26 (c)
7.11 (c)

1.10 (a)*
0.97 (b)
0.99 (b)
0.90 (c)

(*) : Les taux suivis de la même lettre ne présentent pas une différence significative selon
le test de Newman – Keuls (a = 5%).

3.1.3.4 Surface foliaire
L’évaluation de la surface foliaire a permis de montrer que la différence est

significative (p<0.05). Une meilleure surface foliaire a été obtenue chez les plants

bactérisés par la souche CHAO, suivi par ceux bactérisés par les souches S20 et

P64 (Tableau 3.17, Figure 3.21).
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Tableau 3.17 : Surface foliaire (cm2) chez le concombre.

Traitements Surface foliaire

Concombre CHAO
Concombre S20
Concombre P64
Concombre Témoin

125.52 (a)*
116.99 (b)
114.9 (c)

111.85 (d)
(*) : Les taux suivis de la même lettre ne présentent pas une différence significative selon

le test de Newman – Keuls (a = 5%).

3.1.4 Estimation des gains en croissance
Les effets de biostimulation enregistrés sur le concombre présente un gain de

la levée de 20.96%, et la vitesse de germination est plus rapide chez les plants

bactérisés par rapport aux témoins. Toutefois, ce gain en taux de levée est

nettement inférieur chez les plants de blé tendre bactérisés où nous avons obtenu

que 7.86% (Figure 3.20, 3.21).
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Figure 3.20 : Gains (%) en taux de levée chez le blé tendre.
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Figure 3.21 : Gains (%) en taux de levée chez le concombre.

Une certaine fluctuation de l’effet de biostimulation a été enregistrée dans les

interactions étudiés, notamment la souche S20 qui a induit un gains du taux de levée

estimé a 7.86% chez le blé tendre, tandis qu’elle a enregistré un taux d’inhibition de -

6.45% en interaction avec le concombre (Figure 3.20, 3.21).

Dans le même sens, la souche CHAO, a induit la valeur maximale en poids

frais chez la tomate (32.30%), alors que chez le concombre et le blé tendre elle a

enregistré des taux faibles en poids frais qui sont respectivement de 16.03% et de

17.64% (Figure 3.22, 3.23, 3.24).

Pour la souche P64 ces effets bénéfiques, enregistrés au niveau de la

longueur des racines, sont meilleurs chez la tomate 26.54% que chez le blé tendre

7.35% (Figure 3.22, 3.23).
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Figure 3.22 : Gains (%) par rapport au témoin chez la tomate.

P1 : Période 1 (après 16 jours de la bactérisation).          LR : Longueur racinaire.
P2 : Période 2 (après 31 jours de la bactérisation).          PF : Poids frais.
HT : Hauteur tige.                                                              PS : Poids sec.
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Figure 3.23 : Gains (%) par rapport au témoin chez le blé tendre.

P1 : Période 1 (après 16 jours de la bactérisation).          LR : Longueur racinaire.
P2 : Période 2 (après 31 jours de la bactérisation).          PF : Poids frais.
HT : Hauteur tige.                                                              PS : Poids sec.
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Figure 3.24 : Gains (%) par rapport au témoin chez le concombre.

P1 : Période 1 (après 16 jours de la bactérisation).          LR : Longueur racinaire.
P2 : Période 2 (après 31 jours de la bactérisation).          PF : Poids frais.
HT : Hauteur tige.                                                              PS : Poids sec.

3.1.5 Discussion partielle
Nos essais ont mis en évidence des effets notables de phytostimulation sur

les trois espèces végétales étudiées (blé tendre, tomate, et concombre) par rapport

au témoin.

D’une manière générale, les traitements bactérisés associent aux trois

souches, P64, CHAO et S20 ont montré des gains appréciables en croissance

végétale. La biostimulation de la croissance végétale des trois espèces étudiées,

n’apparaît pas de façon spécifique. En effet nous n’avons pas noté des effets de

phytostimulation préférentielle des souches bactériennes utilisées avec les plantules

de tomate, de concombre ou de blé tendre.

Les variabilités constatées entre les espèces s’expliquent par la nature de

croissance de chaque type végétal, déterminé par ses caractéristiques botaniques et

selon leur mode de croissance et de développement [271].

La biostimulation de la levée peut s’expliquer par une amélioration des

potentialités physiologiques des semences en les prédisposant à une meilleure

adaptation et en induisant une germination rapide. L’activité bactérienne autour des
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semences peu créer des conditions favorables à la germination, et cela par la

synthèse de l’éthylène qui favorise la sortie de la dormance des semences [272].

Les actions bénéfiques procurées par les trois souches de Pseudomonas

fluorescens apparaissent de façon aléatoire avec les espèces végétales étudiées.

Nous avons constaté des effets bénéfiques en levée des plantules et de même pour

les principaux paramètres de croissance évalués.

Notons que, les performances de la souche locale P64 apparaissent surtout

sur la hauteur de la tige la longueur racinaire chez la tomate et le blé tendre.

Plusieurs auteurs [372,373,374,85] ont signalé que l’origine écologique

(géographique et plante hôte) sont souvent déterminants et ont une influence sur la

performance et la stabilité de l’expression des effets bénéfiques. D’un autre coté,

certaines souches bactériennes, peuvent présenter une aptitude compétitrice

supérieure à d’autres [374,130,163].

Dans le cas de nos essais il est difficile de se prononcer sur l’effet de l’origine

géographique (région et plante hôte) par rapport à ces actions bénéfiques. La

souche P64, isolée à partir de la rhizosphère d’abricotier, a montré le même profil

aléatoire comparativement aux souches S20 et CHAO ; sachant que ces souches

proviennent respectivement, de la rhizosphère du palmier dattier (Algérie) et la

rhizosphère du tabac (Suisse).

Il est important de signaler que les différents essais ont été conduits dans des

conditions contrôlées notamment le sol qui a été désinfectée permettant ainsi

l’annulation et/ou l’inhibition de l’activité des microorganismes. Ces conditions

procurent une certaine facilité pour l’installation de nos souches sans leur imposer

une compétition pour l’espace et pour les nutriments disponibles dans ce sol.

Dans nos essais, les gains les plus élevées sont obtenus en poids frais et en

poids sec de la partie aérienne. Cette amélioration a été constatée chez les trois

espèces végétales étudiées, avec un taux maximum de 52.307% chez la tomate

(Figures 3.22, 3.23 , 3.24).
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 Des variabilités relatives, selon l’espèce végétale, ont été rapportées par de

nombreux auteurs [376,377]. Domey et Lippman [376] en cultivant le blé dans des

conditions contrôlées, ont obtenu une augmentation significative de 8% en

rendement de la partie aérienne. Un gain de 7 à 9% a été obtenu par Chabot [377]

sur l’élongation des plants de maïs en plein champ, après 60 jours de croissance.

Les gains obtenus en poids frais et en surface foliaire suite à la bactérisation

des plantules permettent de déduire que les actions bénéfiques apparaissent de

façon plus notable sur l’activité physiologique de la plante et non pas sur la structure

végétale. Ce constat a été démontré clairement dans les travaux de Van Peer et al

[105] sur des cultures herbacées.

De nombreux travaux ont souligné la stimulation de la croissance de diverses

espèces végétales par ces rhizobactéries. Cette stimulation traduite sur la biomasse

aérienne et une augmentation des rendements, notamment en conditions axéniques

[2,3].

 Dans nos travaux, les effets de la biostimulation sont mieux perceptibles avec

la souche CHAO, issue de la rhizosphère du tabac (Suisse), en interaction avec le

concombre, au niveau des poids frais, poids sec, et la surface foliaire (Figure 3.24).

Les effets bénéfiques des PGPR apparaissent précocement sur la croissance

du système racinaire [371]. Pour le cas des deux espèces végétales, la tomate et le

blé tendre, étudiées dans nos expérimentations, les effets de biostimulation sont

constatés au début de la croissance.

Plusieurs études démontrent la contribution des Pseudomonas spp

fluorescent dans l’amélioration de l’alimentation minérale des plantes essentiellement

pour le fer, le phosphore, l’azote et le manganèse [8,71,72,75].

Des expériences de double marquage à l’aide de Fe59 et de C14- sidérophore

ont permis de montrer que le complexe fer – sidérophore était transporté dans la

cellule végétale [378,95]. Cette stratégie d’acquisition du fer, en condition de

carence, était mise en évidence chez les graminées [379,95]. De plus la molécule de

sidérophore secrété par la souche de Pseudomonas putida WCS358 accroît
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l’acquisition des ions ferrique et stimule la synthèse chlorophyllienne de l’orge

[380,381].

Certains Pseudomonas seraient capables de solubiliser le phosphore

organique du sol [96,97,98], une partie de des phosphates est alors reprise par le

système racinaire des plantes [85].

Le manganèse est également solubilisé par les Pseudomonas spp

fluorescent, grâce à des agents chélateurs qui forme un complexe soluble accessible

aux végétaux [102,103].

Avec un autre nécessaire, l’azote ; l’étude réalisée par Lifshtz et al [382]

montre que l’amélioration de la croissance du colza est due à l’amélioration de son

alimentation en cet élément, suite à sa fixation par quelques souches de

Pseudomonas spp. fluorescents.

Les mécanismes qui induisent ces gains de croissance peuvent être la

conséquence d’une production ou d’un changement dans la concentration de

certaines phytohormones tels que l’acide indolacétique (AIA), l’acide gibbérellique

[87,88,4].

L’étude de Joo et al., [383] montre que l’augmentation de la colonisation

rhizosphérique accroît la probabilité d’une augmentation de l’absorption racinaire des

gibbérellines sécrétée par ces rhizobactéries.

A l’exception du poids sec de la partie aérienne chez la tomate, l’estimation

des gains en promotion de la croissance montre que les effets sont significatifs

particulièrement lors de la première coupe, correspondant à 16 jours après la

bactérisation, ce qui explique d’avantage l’hypothèse émise par Lemanceau [8], que

l’action des rhizobactéries bénéfiques est exercée plus dans les stades juvéniles des

plantes. Ces actions de phytostimulation tendent à disparaître en cours de la culture

[384,385,386].

Latour et al [361], démontrent que la distribution des populations de

Pseudomonas spp. fluorescents est influencé d’une façon sélective par la plante.

Cette distribution est nettement plus importante dans un sol rhizosphérique que dans
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le sol nu [387,388]. Les essais de [389], montrent que l’expression de l’ensemble de

ces effets bénéfiques est d’autant plus intense que la densité bactérienne est élevée.

D’autres travaux, ont mis en évidence la liaison étroite entre le pouvoir de

colonisation des rhizobactéries avec l’expression des potentialités responsables des

effets bénéfiques chez quelques souches de Pseudomonas spp. fluorescents

[148,390,213,208,391,392].

Il est à noter aussi que la qualité et la quantité des rhizodépositions favorisent

la prolifération des rhizobactéries tout en conditionnant la nature des activités

bactériennes [43,44,45,192].

Il a été démontré que le chémiotactisme exercé par la souche bactérienne

WCS356 envers quelques acides aminées, présent dans les exsudats racinaires de

la tomate jouent un rôle important durant la colonisation racinaire [208].

Le maintien et le développement de la souche bactérienne introduite sont

conditionnés par la capacité d’accueil de la rhizosphère [164,129].

Les mécanismes par lesquels les Pseudomonas spp. fluorescents promouvent

la croissance végétale sont mal élucidés, cela est dû à la variation ainsi que la

complexité des métabolites déterminant la phytostimulation, ce qui a incité plusieurs

chercheurs à étudier de façon approfondie les mécanismes responsables des effets

bénéfiques [391,392,383].

3.2  La compétence rhizosphérique
En suivant le protocole de dénombrement établi au laboratoire d’écologie

microbienne et pathologie des sols (UMR-INRA-Dijon-France), nous avons

sélectionné les boîtes présentant entre 30 à 600 colonies (Figure 3.25).
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Figure 3.25 : Boîte présentant des colonies bactériennes.

                      a: boîte contenant plus de 30 colonies,
                      b :boîte contenant moins de 600 colonies sur le milieu KB après 24

               heurs d’incubation.

Les dénombrements ont été réalisés à deux périodes différentes, après 15 et

30 jours du semi, ainsi les résultats obtenus dans les différents microcosmes, toutes

espèces végétales confondues (blé, lin et tomate) (Figure 3.26) (Appendice G),

révèlent une nette évolution des populations bactériennes par rapport aux apports

initiaux (108 CFU/ g de sol). En effet après 15 jours (P1), les densités enregistrées

étaient très notables de l’ordre de 109 à 1011 CFU/ g de sol pour les trois souches

bactériennes testées (Figure 3.26).

Toutefois les densités obtenues après 30 jours du semis, montrent une légère

diminution par rapport aux densités enregistrées dans la première période (après 15

jours), toutefois elles restent plus importantes comparativement où l’apport initial

(Figure 3.27).

a b
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Microcosmes de tomate après 15 jours (a) et 30 jours (b) du semis et de la
bactérisation.
Microcosmes de blé après 15 jours (c) et 30 jours (d) du semis et de la bactérisation.
Microcosmes du lin après 15 jours (e) du semis et de la bactérisation

Figure 3.26 : Développement des plantes dans les microcosmes.
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Figure 3.27 : Evolution des populations bactériennes en fonction du temps dans les

microcosmes des trois plantes.

Les dénombrement effectués après 15 jours de la bactérisation (P1) révèlent

une évolution des populations bactériennes classées en trois groupes homogènes

(a, b, c) selon le test de Newman-Keuls au seuil du risque a = 5%. Les interactions

D1- tomate, D2 – lin, S20 – blé et S20 – lin, formant le groupe (a), ont montré les

niveaux de colonisation les plus élevés, dont la concentration est au alentour de 1011

CFU/ g de sol.

 Le groupe homogène (b), regroupe les traitements D1 - lin, D2 - tomate et

S20 – tomate la concentration bactérienne enregistrée avoisine 1010 CFU/ g de sol.

Le dernier groupe homogène (c), avec une concentration proche de 109 CFU /

g de sol, regroupe les traitements D1 en interaction avec le blé et D2 en interaction

avec le blé. On constate après 30 jours (P2) de la bactérisation des microcosmes,

une légère diminution des concentrations bactérienne par rapport à la première

période qui englobe la totalité des interactions étudiées.

De faible diminutions dans les populations bactériennes ont été observées

dans le cas des souches D1 en interaction avec la tomate et la souche D2 en

interaction avec le lin. Ainsi les concentrations respectives ont passé de 1.32. 1011 à

6.27.1010 CFU/g de sol et de 1.10.1010 à 5.73.1010CFU/g de sol (Figures 3.28).
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Figure 3.28 : Evolution des populations bactériennes en fonction du temps.

         P0 : Au moment de l’inoculation des microcosmes.
         P1 : Première période 15 jours après l’inoculation des microcosmes.
         P2 : Deuxième période 30 jours après l’inoculation des microcosmes.
         D1, D2 et S20 : souches de Pseudomonas spp.fluorescents.
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Le dénombrement effectué sur les microcosmes ayant subi un changement

dans la concentration en fer (appendices 4, 5, 6), révèle que la densité bactérienne

des souches étudiées a, plus ou moins, évolué dans le temps dans les différents

traitements par rapport au témoin.

Après 15 jours de la bactérisation (Figure 3.29), les isolements effectués ont

révélé une augmentation assez importante des populations bactériennes par rapport

aux densités bactériennes initiales apportées (Figure 3.30). Il est à noter que la plus

forte progression a été enregistrée avec les plantules bactérisées par la souche

CHAO et les traitements TCHAO –Fe,TCHAO-EDTA et  TCHAO qui constituent un groupe

homogène (a) avec une densité aux alentours de 1011 CFU /g de sol.

Figure 3.29 : Microcosmes de Plantules de tomate après 15 jours du semis et de
la bactérisation.
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Figure 3.30 : Evolution des populations bactériennes en fonction du temps.
* : Les traitements avec la même lettre ne présentent pas une différence au

seuil a= 5%.

Les dénombrements effectués après 32 jours de la bactérisation (Figure

5.33), ne montrent pas une variation sensible par rapport aux résultats enregistrés

après 15 (Figure 5.32).

Figure 3.31 : Microcosmes de Plantules de tomate après 32 jours du semis et de
la bactérisation.
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Les variations les plus notables sont surtout le cas du traitement TCHAO où la

densité a diminué de 1.48 x 1011 à 3.03 x 1010. Contrairement, les traitements TCK4 -

EDTA et  TS20-Fe ont enregistré une nette augmentation passant respectivement de

1.83 x 109 à 1.62 x 1010 et de 1.36 x 1010 à 5.94 x 1010 (Figure 3.30). En enregistre

pour la souche CK4 mutant de CHAO déficient en production de pyoverdine, le

même aspect, des courbes obtenues pour la souche CHAO,à la différence du

traitement TCK4-EDTA  qui présente une population légèrement  importante que le

témoin.(Figure 3.32).
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Figure 3.32 : Evolution des populations bactériennes en fonction du temps.
* : les traitements avec la même lettre ne présentent pas une différence au

                  seuil a= 5%.
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3.2.1 Discussion partielle
Les dénombrements effectués révèlent une bonne colonisation des systèmes

racinaires, se traduisant par une compétence rhizosphérique appréciable chez les

trois souches bactériennes étudiées.

D’une manière générale en comparant les variations enregistrées dans les

deux périodes de dénombrements (P1, 15 jours) et (P2, 30 jours) par rapport aux

inoculums initiaux apportés dans les microcosmes à (P0), il a été clairement noté

que les souches bactériennes sont plus actives entre (P0) et (P1). Les évolutions

pendant la deuxième période (P2) renseignent que ces populations arrivent à des

seuils maximum où les densités bactériennes se stabilisent. La multiplication et la

survie bactérienne est régi et régulé par l’espace rhizosphérique offert et la quantité

ainsi que la qualité des éléments nutritifs disponibles. La richesse du milieu en

éléments nutritifs influence la vitesse de la division cellulaire et par conséquent la

multiplication et la survie bactérienne [393].

A l’issu de ces résultats, nous pouvons constater l’aptitude compétitrice des

trois souches bactériennes (D1,D2 et S20) dans les rhizosphères du lin et de tomate.

Donc les plantules de lin et de tomate exercent un effet rhizosphérique remarquable

par rapport à la rhizosphère de blé.

Les densités maximales en populations bactériennes dénombrées au niveau

des masses unitaires racinaires, sont définies comme un potentiel de colonisation et

d’adaptation [394].

Quelque soit la souche étudiée et son origine rhizosphérique (lin, tomate ou

palmier dattier), il a été constaté une adaptation dans les différents environnements

rhizosphériques étudiés. Les souches de Pseudomonas fluorescens utilisées, ont

montré une bonne capacité de colonisation racinaire avec 1011CFU  /  g  de  sol,

traduite par une intense activité dans ces micro-habitats. Scher et al [395] ont estimé

que le seuil de 5.103 CFU / g de sol constitue un bon indice de la réussite de la

colonisation racinaire.

Les fluctuations des densités des populations observées entre les différentes

interactions étudiées peuvent être liées à la capacité d’accueil de la rhizosphère ; le
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sol et la plante qui ont un effet sur la diversité des populations de Pseudomonas spp.

fluorescents [391,33].

Cette grande rhizocompétence vient sans doute de leur taux de croissance

élevé ainsi que leur capacité à métaboliser efficacement plusieurs composés des

exsudats racinaires [396].

Les rhizodépositions représentent la source principale de carbone dans la

rhizosphère, elle jouerait donc un rôle important dans l’établissement et l’efficacité de

la colonisation rhizosphérique [397]. La nature qualitative et quantitative de la

matière organique exsudée varient en fonction des espèces végétales considérées

et dépendent en partie des racines (durée de vie, anatomie, morphologie,

composition chimique) [37,38,39,40].

La compétence rhizosphérique chez les Pseudomonas spp. fluorescents varie

d’une souche à l’autre [8], avec une remarquable capacité de colonisation des

racines tout en maintenant une forte densité de population [161].

Il est à noter aussi que la colonisation racinaire des Pseudomonas spp.

fluorescents impliqué de nombreuses propriétés microbiennes telles que la synthèse

des antibiotiques, la mobilité, le chimiotactisme, la présence des acides aminés et les

vitamines, et la production des lipopolysaccharides (LPS)[213,75,399,398,391].

L’importance des populations des Pseudomonas spp. fluorescents dans les

microcosmes, la rhizosphère au sens strict, est due au succès de la colonisation

racinaire. En effet, cette dernière s’effectue en deux temps : les bactéries s’attachent

d’abord à la racines et sont donc distribuées de façon passive, puis elle ce multiplient

et colonisent de façon active la rhizosphère [400].

Les amendements effectués dans le sol, de certains microcosmes, semblent

affectes la dynamique des populations bactériennes dans certaines situations. Dans

le cas de la souche CHAO, l’addition du fer ou de l’EDTA, engendre des variations

significatives par rapport au sol naturel (Figure 3.30).
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La variabilité a été remarquable dans les 15 premiers jours de la bactérisation,

les différents traitements ont un comportement presque identique dans la première

période par rapport au témoin, signe d’une adaptation avec les conditions du milieu.

Après 32 jours de la bactérisation, le traitement TCHAO-Fe affiche une stabilité

de cette souche étant donné la disponibilité des éléments nutritifs essentiels à la

croissance, y compris le fer, ajouté à l’absence de la concurrence dans le sol. Dans

le traitement TCHAO-EDTA , la souche bactérienne a pu s’adapter et survivre à une

carence en fer par la sécrétion de sidérophores, ce qui peut permettre de chélater le

fer, le rendant accessible à la cellule bactérienne.

La chélation du fer ionique due à la présence de l’EDTA et le phénotype de

cette souche pas de production de pyoverdines, semblent affectée l’évolution de

cette souche dans de telles conditions par rapport à la souche sauvage CHAO.

Néanmoins les concentrations obtenues témoignent d’une bonne colonisation

rhizosphérique qui reste, quelque soit le traitement, aux alentours de 1010 CFU / g de

sol.

Cette adaptation peut s’expliquer par d’autres caractéristiques phénotypiques

relatives aux profils trophiques et même par la production de métabolites, analogues

ou similaires, qui peuvent compenser la déficience en production de pyoverdines.

Selon les travaux réalisés par Mossialos et al [190] sur des mutants de

Pseudomonas fluorescens  déficients en production d’autre types de pyoverdines,

ont pu survivre à un milieu carencé en fer par la production d’un sidérophore nommé

quinolobactine qui possède une affinité inférieure au fer par rapport au pyoverdine.

Par ailleurs, Duffy et Défago [170], ont montré que des mutants de la souche

CHAO produisent en cas de carence en fer dix fois plus de pyochéline que la souche

sauvage, comme une réponse adaptative à une telle situation.

Sur la base de ces études, il semble que la souche CK4 peut secréter d’autres

sidérophores que les pyoverdines pour pallier au manque de fer, pour expliquer la
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bonne adaptation de ce mutant déficient en production de pyoverdines et en

présence de chélateurs de fer.

Dans le cas des traitements associés avec la souche S20, nous constatons

une variabilité significative dans le cas de présence de l’EDTA ou du fer. Ainsi la

concentration bactérienne a évolué dans le cas de présence du fer et reste stable

dans le cas de l’addition de l’EDTA comparativement au sol naturel.

Il est à signaler que cette souche a été isolée à partir de la rhizosphère du

palmier dattier, chose qui ne semble pas influencer les potentialités de colonisation

et d’adaptation à la rhizosphère de la tomate.

3.3  La stimulation de la nodulation

3.3.1 Isolement des souches de Rhizobium sp.
L’aspect macromorphologique observé chez les colonies isolées, montre des

spécificités propres aux colonies des Rhizobium sp.à savoir, des colonies circulaires,

bombées, lisses, visqueuses de 2 à 4 millimètres de diamètres, avec une

pigmentation similaire a celle de la couleur de l’agar (Figure 3.33).

La réinoculation des souches de Rhizobium sp.,  nous  a  permis  de

sélectionner trois souches ayant provoqué la formation des nodules sur les racines

des plants de fève.

Figure 3.33 : L’aspect macromorphologique des colonies de Rhizobium sp.
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3.3.2 Paramètres de croissance
Les paramètres de croissances étudiées ont été mesurés à la fin de

l’expérimentation, soit après 40 jours de la bactérisation.

La co-inoculation des souches de Pseudomonas fluorecens (CHAO et P64) et

les souches de Rhizobium sp. (R1, R2 et R3), révèlent une augmentation en volume

de la nodulation, en pois frais et sec de la biomasse aérienne et racinaire, ainsi qu’un

taux élevé de la matière azotée total comparativement au témoin non bactérisé.

3.3.2.1 Poids frais et poids sec de la partie aérienne
Les résultats obtenus révèlent que l’interaction des souches des

Pseudomonas fluorescens et les souches de Rhizobium sp. a influencé positivement

le poids frais et le poids sec de la biomasse aérienne.

Pour le poids frais, nous avons enregistré un poids maximal de 12.281 g pour

l’interaction de la souche P64 avec la souche R3 alors que le témoin n’a enregistré

que 10.662 g. Cependant l’interaction avec la souche CHAO a enregistré un poids

inférieur à celui du témoin avec 10.55 g (Tableau 3.18).

Les autres interactions entre les souches P64 et CHAO et les souches R1 et

R2 ont montré des poids légèrement supérieurs à celui du témoin (Tableau 3.18).

Tableau 3.18 : Poids frais en gramme (g) de la partie aérienne.

CHAO P64
Traitement

R1 R2 R3 R1 R2 R3
R1 R2 R3

Poids
frais

10.56
±

1.17
(c)*

11.46
±

1.62
(a)

10.55
±

0.49
(c)

10.92
±

1.64
(c)

11.28
±

1.87
(b)

12.28
±

1.93
(a)

10.49
±

0.44
(c)

10.26
±

1.37
(c)

10.66
±

0.45
(c)

(*) : Les taux suivis de la même lettre ne présentent pas une différence significative selon
le test de Newman – Keuls (a = 5%).



90

Concernant le poids sec de la partie aérienne, la meilleure performance concerne

les plants bactérisés de l’interaction (P64 + R3) avec une valeur de 4.88 g par

rapport au témoin qui présente une valeur de 4.55 g. Les autres interactions ont

montré des valeurs légèrement supérieures à leurs témoins respectifs

(Tableau 3.19).

Tableau 3.19 : Poids sec en gramme (g) de la partie aérienne.

CHAO P64
Traitement

R1 R2 R3 R1 R2 R3
R1 R2 R3

Poids sec
4.72

±
1.31
(a)*

4.74
±

1.86
(a)

3.54
±

0.81
(c)

3.68
±

0.18
(c)

4.57
±

1.13
(b)

4.88
±

0.72
(a)

3.71
±

1.86
(c)

3.68
±

0.42
(c)

4.55
±

2.07
(b)

(*) : Les taux suivis de la même lettre ne présentent pas une différence significative selon
le test de Newman – Keuls (a = 5%).

3.3.2.2 Hauteur de la partie aérienne
Les mesures effectuées, au terme de notre expérimentation, présentent une

augmentation de la hauteur par rapport au témoin (Figure 3.34). La valeur maximale

enregistrée est de 45.15 cm pour l’interaction de la souche P64 avec la souche R3,

alors que la valeur du témoin n’est que 39.87 cm. L’interaction des souches CHAO et

R3 a provoqué une certaine augmentation avec une hauteur de 41.02 cm.

(Tableau 3.20).
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Figure 3.34: Hauteur de la partie aérienne du traitement bactérisé avec les deux

rhizobactéries (a) et le témoin (b).

Tableau 3.20 : Hauteur en centimètre (cm) de la partie aérienne.

CHAO P64
Traitement

R1 R2 R3 R1 R2 R3

R1 R2 R3

Hauteur

40.52
±

0.22
(b)*

41.58
±

0.64
(b)

41.02
±

0.70
(b)

40.40
±

1.48
(b)

41.74
±

1.72
(b)

45.15
±

1.83
(a)

39.87
±

1.66
(c)

39.79
±

2.24
(c)

39.87
±

1.63
(c)

(*) : Les taux suivis de la même lettre ne présentent pas une différence significative selon
le test de Newman – Keuls (a = 5%).

Les plants bactérisés appartenant aux autres interactions (les souches CHAO

et P64 avec les souches R1 et R2), ont montré une légère augmentation par rapport

au témoin (Tableau 3.20).

3.3.2.3 Poids frais et poids sec de la partie racinaire

D’après les résultats obtenus (Tableau 3.21 et 3.23), nous constatons une

augmentation des poids frais et sec de la partie racinaire au niveau des différentes

interactions.

a b
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La valeur maximale du poids frais racinaire est enregistré au niveau du

traitement de l’interaction P64 R3 avec un poids frais de 12.11 g, par rapport au

témoin où nous avons obtenu 11.091g, tandis que l’interaction CHAO R3 a donné

une valeur de 11.375 g légèrement supérieur au témoin. (Tableau 3.21).

Concernant les autres interactions, les valeurs enregistrées présentent une

augmentation du poids du poids frais par rapport à leurs témoins respectifs

(Tableau 3.21).

Tableau 3.21 : Poids frais en gramme (g) de la partie racinaire.

CHAO P64
Traitement

R1 R2 R3 R1 R2 R3
R1 R2 R3

Poids
frais

11.30
±

1.66
(b)*

11.13
±

0.95
(b)

11.37
±

0.09
(b)

11.57
±

1.04
(b)

11.93
±

1.73
(b)

12.11
±

2.10
(a)

10.85
±

2.02
(c)

10.90
±

0.15
(c)

11.09
±

1.89
(bc)

(*) : Les taux suivis de la même lettre ne présentent pas une différence significative selon
le test de Newman – Keuls (a = 5%).

Comparativement au témoin, l’interaction P64 R3 présente la plus forte

augmentation du poids sec racinaire avec une valeur de 4.590g. Une légère

augmentation des valeurs du poids sec a été enregistrée chez les autres interactions

(Tableau 3.22).

Tableau 3.22 : Poids sec en gramme (g) de la partie racinaire.

CHAO P64Traitement

R1 R2 R3 R1 R2 R3

R1 R2 R3

Poids sec 3.73
±

0.48
(bc)*

4.33
±

0.57
(a)

3.72
±

1.54
(bc)

4.47
±

0.50
(a)

3.87
±

2.09
(b)

4.59
±

2.13
(a)

3.59
±

0.87
(c)

3.66
±

0.69
(c)

3.71
±

1.48
(c)

(*) : Les taux suivis de la même lettre ne présentent pas une différence significative selon
le test de Newman – Keuls (a = 5%).
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3.3.2.4 Longueur racinaire

En longueur racinaire, il a été enregistré des augmentations de longueur par

rapport au témoin (Figure 3.40). Les plants bactérisés avec la souche P64, en

interaction avec la souche R3 ont montré la longueur racinaire la plus élevée avec

29.29 cm, par rapport au témoin qui a enregistré une longueur de 27 cm

(Tableau 3.23).

Les longueurs racinaires enregistrées au niveau des autres interactions

révèlent une certaine augmentation relative par rapport à leurs témoins respectifs

(Tableau 3.23).

Tableau 3.23 : Longueur racinaire en centimètre (cm).

CHAO P64
Traitement

R1 R2 R3 R1 R2 R3
R1 R2 R3

Longueur
28.45

±
1.41
(a)*

28.46
±

1.29
(a)

27.24
±

0.44
(ab)

28.44
±

0.88
(a)

28.16
±

1.56
(a)

29.29
±

1.21
(a)

27.53
±

0.49
(b)

26.28
±

0.90
(c)

27
±

1.35
(b)

(*) : Les taux suivis de la même lettre ne présentent pas une différence significative selon
le test de Newman – Keuls (a = 5%).

3.3.3 Nombre de nodules
Au terme de notre expérimentation, le nombre de nodules comptabilisé dans

les différents traitements mis en évidence une meilleure nodulation par rapport aux

témoins (Figure 3.35, Tableau 3.24).

La valeur maximale en nombre de nodules a été obtenue au niveau du

traitement P64 R3 avec 23.66 nodules contre 16.66 nodules chez le témoin.
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nodules

Figure 3.35 : Nodules sur les racines de la fève.

Tableau 3.24 : Nombre de nodules.

CHAO P64
Traitement

R1 R2 C R3 R1 R2 R3
R1 R2 R3

Nombre
de nodule

21.66
±

3.21
(b)*

21
±
1

(b)

17.66
±

1.15
(c)

22
±
1

(b)

21.33
±

2.08
(b)

23.66
±

0.57
(a)

16.66
±

1.15
(c)

17.33
±

0.57
(c)

16.66
±

2.08
(c)

(*) : Les taux suivis de la même lettre ne présentent pas une différence significative selon
le test de Newman – Keuls (a = 5%).

3.3.4 Matières azotées totales (MAT%)
Le dosage de la matières azotées totales sur les plants bactérisés, révèle une

meilleure teneur chez les traitements bactérisés avec la souche P64 + R3 avec

19.95%, tandis que le témoin n’a enregistré que 16.45%, soit un gain de 25.31%.

3.3.5 Colonisation rhizosphérique
Les observations effectuées après 72 heures d’incubation révèlent la

présence des Pseudomonas fluorescens, au niveau des fragments de racines,
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caractérisées par leurs pigment fluorescent présent sur toute la surface de la boite

de Pétri (Figure 3.36).

Figure 3.36: Fragments des racines de fève bactérisés après 72 h d’incubation.
a : pigment fluorescent des bactéries Pseudomonas fluorescens.

                       b : fragment de racines bactérisés.

3.3.6 Estimation des gains

D’une manière générale, les interactions étudiées révèlent des gains

appréciables en croissance végétale (Figure 3.37, 3.38, 3.39).
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Figure 3.37 : Gains des interactions entre Pseudomonas fluorescens (CHAO et P64)

la souche de Rhizobium sp. R1.

(*) : Les taux suivis de la même lettre ne présentent pas une différence significative selon
             le test de Newman – Keuls (a = 5%).

PFPA : Ppoids frais de la partie aérienne.            PFPR : Poids frais de la partie racinaire.
HPA : Hauteur de la partie aérienne.                    LR : Longueur racinaire.
PSPA : Poids sec de la partie aérienne.               PSPR : Poids sec de la partie racinaire.

a

b



96

0

10
20
30
40
50

CHAO R2 P64 R2

Gains

PFPA
HPA
PSPA
PFPR
LR
PSPR

(%)
a b

a* b

b bb b
a

ba a

Figure 3.38 : Gains des interactions entre Pseudomonas fluorescens (CHAO et P64)

la souche de Rhizobium sp. R2.

(*) : Les taux suivis de la même lettre ne présentent pas une différence significative selon
             le test de Newman – Keuls (a = 5%).

                           PFPA : Ppoids frais de la partie aérienne.             PFPR : Poids frais de la partie racinaire.
HPA : Hauteur de la partie aérienne.                    LR : Longueur racinaire.
PSPA : Poids sec de la partie aérienne.               PSPR : Poids sec de la partie racinaire.
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Figure 3.39 : Gains des interactions entre Pseudomonas fluorescens (CHAO et P64)

la souche de Rhizobium sp. R3.

(*) : Les taux suivis de la même lettre ne présentent pas une différence significative selon
             le test de Newman – Keuls (a = 5%).

                            PFPA : Ppoids frais de la partie aérienne.       PFPR : Poids frais de la partie racinaire.
HPA : Hauteur de la partie aérienne.               LR : Longueur racinaire.
PSPA : Poids sec de la partie aérienne.          PSPR : Poids sec de la partie racinaire
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Une certaine fluctuation de l’effet de biostimulation a été enregistrée dans les

différentes interactions étudiées. En effet la souche P64 affiche des taux plus ou

moins appréciables au niveau des différents paramètres étudiés où elle a enregistré

des gains, en poids frais de la partie aérienne, allant de 4.08%, 9.98% et 15.18% en

interaction respective avec les souche de Rhizobium sp.  R1,  R2  et  R3

(Figure 5.37, 5.38 et 5.39).

Cette fluctuation est plus perceptible au niveau des traitements bactérisés

avec la souche CHAO, où elle induit un gain de 28.13% du poids sec de la partie

aérienne en interaction avec la souche R2, alors qu’elle a enregistré un taux

d’inhibition de -22.13% dans l’interaction avec la souche R3 (Figure 5.38, 5.39).

La même constatation a été observée au niveau des gains en poids frais de la

partie aérienne où nous avons obtenu un gain de 11.75% en interaction avec la

souche de Rhizobium R2 tandis qu’elle a enregistré un taux d’inhibition de - 1.05%

en interaction avec la souche R3 (Figure 5.38, 5.39).

L’effet de l’interaction est plus notable sur le nombre de nodules comptabilisé où

nous avons obtenu d’importants gains concernant la souche P64 avec 42% en

interaction avec la souche R3 (Figure 5.40, 5.41, 5.42). Tandis que la meilleure

performance de la souche CHAO a été enregistrée au niveau de l’interaction avec la

souche R1 avec un gain de 30%.

Le dosage des matières azotées total l’interaction P64 avec la souche R3

présente un gain de 21.27% par rapport au témoin.
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Figure 3.40 : Gains (%) obtenus des interactions les souches CHAO et P64 avec la

souche R1.

21,156 23,077

0

20

40

CHAO R2 P64 R2

Gains (%)

(%)

Figure 3.41 : Gains (%) obtenus des interactions les souches CHAO et P64 avec la

souche R2.
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Figure 3.42 : Gains (%) obtenus des interactions les souches CHAO et P64 avec la

souche R3.
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3.3.7 Discussion partielle
Dans l’essai de co-inoculation (Pseudomonas fluorescens et Rhizobium sp.),

dans un sol désinfecté au préalable, révèle des effets positifs sur la formation des

nodules, sur le développement de la biomasse aérienne et racinaire et une

augmentation en teneur des matières azotées totales.

L’efficacité de l’association Pseudomonas fluorescens – Rhizobium sp., a été

rapportée dans plusieurs études, ainsi que son impact positif sur la phytostimulation

et la nodulation notamment avec d’autres cultures à savoir : les pois [401], trèfle

[402], l’haricot [104], soja [403,404,405] et pois chiche  [10].

Le synergisme observée entre les deux espèces rhizobactériennes se traduit

par une biostimulation qui s’explique par le fait que les Pseudomonas fluorescens et

les Rhizobium sp. peuvent produire une multitude de métabolites secondaires qui

contribuent à l’expression de ces effets bénéfiques [8,4,72,33].

  Une production ou un changement de la concentration des hormones de

croissances secrétée par ces rhizobactéries peut influencer positivement la

croissance végétale [33]. De plus les Pseudomonas spp fluorescents peuvent

secréter des vitamines que les Rhizobiums ne peuvent pas produire [406,407,408], à

l’exemple de certaines souches de Bradyrhizobium sp. qui ne produisent pas la

biotine [408,409].

L’acquisition des éléments minéraux présente un autre aspect de la

biostimulation, où la sécrétion des sidérophores et la solubilisation du phosphore

joue un rôle clé dans l’expression de ces effets bénéfiques. En effet, l’acquisition des

ions ferriques par ces rhizobactéries constitue une réserve importante pour la plante,

ce qui va contribuer efficacement dans la croissance végétale [8,72,95,99].

Plusieurs souches de ces rhizobactéries induisent une augmentation de la

surface racinaire par l’accroissement de la taille et du nombre des racines [410,411].

Le gain en volume racinaire entraînera une hausse de l’absorption minérale de la

plante, qui à son tour, renforcera l’accumulation de la biomasse [411,412,413].
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L’inhibition enregistrée avec la souche CHAO peut être expliquée par la

présence de l’éthylène, qui peut être sécrété par certaines souches de

Pseudomonas spp. fluorescents [89,90], la présence de ce composé en quantité

importante durant la germination empêcherait l’élongation des racines influençant

ainsi la biomasse aérienne.

La présence de l’acide cyanidrique dans la rhizosphère en quantité importante

peut avoir un effet délétère sur la croissance des plantes [414,415,409]. L’inhibition

exercée par la souche CHAO peut aussi être la conséquence de l’origine

géographique (région et plante hôte) de cette souche, du moment que la souche

CHAO est une souche de référence isolée en Suisse à partir de la rhizosphère du

tabac, tandis que la souche P64 est souche isolée localement à partir de la

rhizosphère de l’abricotier, tout comme les souches de Rhizobium sp. isolées des

racines de la fève.

Plusieurs études démontrent l’aptitude des Pseudomonas spp. fluorescents à

accroître la nodulation et la fixation azotée des plantes [416,417,418,419].

La production d’hormones de croissance par les Pseudomonas spp.

fluorescents peuvent influencer la formation des nodules. Chebotar et al [420]

démontrent que la co-inoculation avec les souches de Pseudomonas spp.

fluorescents et Bradyrhizobium japonicum augmente le nombre de nodules du soja.

Plusieurs études ont observé l’inhibition du processus de nodulation ou la

diminution du nombre de nodules par l’éthylène sur différentes cultures de

légumineuses à l’exemple du soja, l’haricot, mélilot blanc, pois et le trèfle

[421,422,423,424,425].

Les Pseudomonas spp fluorescents abaissent les niveaux d’éthylène dans la

racine grâce à l’enzyme ACC deaminase qui réduit l’association racines – molécule

ACC (1-aminocyclopropane-1- Acide carboxylique, précurseur de l’éthylène), toute

en favorisant l’élongation des racines [426,90,427,428,421].

La solubilisation du phosphore présente un autre facteur d’augmentation du

nombre des nodules ainsi que la fixation d’azote [429]. Toro et al [430] démontrent
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grâce à l’azote enrichie (N15) que le processus de nodulation et de fixation d’azote

augmente dans les plants de la luzerne en parallèle avec l’augmentation du

phosphore dans les tissus.

Parmar et Dadarwal [8], confirment la présence d’une molécule secrétée par

les Pseudomonas, qui a un effet probable sur la l’augmentation de la sécrétion

racinaire des flavonoïdes.

Certaines études ont démontré l’influence des facteurs édaphiques sur le

processus de nodulation, la persistance des Rhizobium sp. et la fixation de l’azote,

parmi ces facteurs : l'acidité du sol [431,432,433,434,435,436], la température

[437,438,439,440], la presence d'éléments nutritifs, l’excès des métaux lourds

[440,441,442,436], et le stress salin [443,444,445,436].

Toutefois le nombre global de nodules enregistré dans cet essai, a été

influencé par les fortes températures enregistrées au cours de l’expérimentation qui

dépassent parfois 35 C°. Zhang et al [446], ont démontré l’existence d’une relation

linéaire entre la température de la zone racinaire et la fixation de l’azote.

Changement de pH du sol, la température ou l'état des éléments nutritifs

peuvent également favoriser la capacité concurrentielle et la fréquence des nodules

[436]

Les observations microscopiques effectuées sur les fragments de racines

(Figure 3.43), révèlent la présence et l’adhésion des bactéries de Pseudomonas

fluorescens au niveau des racines.
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Figure 3.43 : Observation microscopique d’un fragment de racines(G 10 x 40)

L’adhérence de ces rhizobactéries s’explique par la présence des pili qui

facilite leur déplacement [447]. Simons et al [448], démontrent l’inefficacité de la

colonisation rhizosphérique en utilisant des mutants non mobile de Pseudomonas

putida WCS358.

La capacité de production des lipopolysacharides (LPS) par les Pseudomonas

spp. fluorescents contribue à cette adhérence [399].

En outre, certains Pseudomonas peuvent être agglutiner par un complexe

glycoprotéine appelé agglutinine secrétée à surface des racines [449]. Anderson et al

[449], démontrent que l'agglutination de Pseudomonas putida, favorise l’attachement

rapide aux racines stériles et augmentent la surface racinaire colonisé dans les sol

infestée de Fusarium oxysporum.

Chao et al [450] ont conclu que la capacité d’agglutination des rhizobacteria

est un déterminant majeur dans la colonisation racinaire du pois.
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3.4 Discussion générale
Les différents essais effectués dans ce travail révèlent des actions positives

des souches bactériennes de Pseudomonas fluorescens sur la stimulation de la

croissance végétale et la nodulation. En effet l’amélioration de la croissance est plus

notable au niveau du poids frais de la tomate avec 52.30%. Ainsi que des gains

appréciable au niveau des différents paramètres de croissance étudiés (hauteur de

la tige, poids sec de la partie aérienne, et poids frais et sec de la partie racinaire).

La meilleure performance en stimulation de la nodulation était de 23.66% avec

la souche P64. De plus, les résultats obtenus de l’essai de la compétence

rhisophérique montrent un haut potentiel de colonisation rhizosphérique de ces

souches bactériennes, où nous avons obtenu des niveaux de colonisation de l’ordre

de 1011 CFU / g de sol largement supérieur à l’inoculum initial, ce qui témoigne de la

forte compétence rhizosphérique de ces bactéries.

L’expression des effets bénéfiques enregistrés dans les différents essais

étudiés, dans ce travail révèle l’implication de nombreux métabolites secondaires

secrétées par les souches de Pseudomonas fluorescens.

La présence et la survie des souches bactériennes dans la rhizosphère est

influencée en partie par le système racinaire des plantes, ce dernier modifie

l’environnement biotique et abiotique du sol, en libérant dans la rhizosphère des

composés de diverses natures [95]. Ces substrats énergétiques induisent une

augmentation des populations microbiennes dans la rhizosphère par rapport à la

masse du sol [29,451].

L’abondance d’éléments nutritifs influence la vitesse de division cellulaire et

par conséquent la multiplication et la survie bactérienne [394].

La polyvalence nutritionnelle des Pseudomonas spp. fluorescents leur permet

de s’adapter et de coloniser efficacement la rhizosphère [58,59]. Ajouter à cette

polyvalence, la compétition pour les éléments minéraux constitue un autre aspect de

la colonisation rhizosphérique [8], où les Pseudomonas spp. fluorescents peuvent

solubiliser plusieurs éléments tels que le fer, le phosphore et manganèse et cela

grâce à des agents chélateurs [8,93,96,97,98,102,103,104].
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Ces éléments captés dans la rhizosphère représentent une source

supplémentaire de minéraux pour les plantes. Plusieurs études ont démontré la

capacité des plantes à utiliser les éléments minéraux chélatés par les rhizobactéries

[102,103,104,105,97,34,95].

 La compétence rhizosphérique constitue un prérequis pour les aptitudes de

nodulation et promotion de la croissance végétale, où elle garantit la propagation et

la colonisation rhizosphérique des souches bactériennes condition préalable pour

l’expression génétique de leurs propriétés bénéfiques.

Les actions bénéfiques procurées par les Pseudomonas spp. fluorescents

résultent, entre autres des métabolites secondaires secrètées par ces bactéries. La

sécrétion ou le changement dans la concentration d’une multitude d’hormone de

croissance à l’exemple de l’acide indolacétique (AIA) et les gibbérellines [87,88],

induisant des gains en croissance végétale.

La présence des Pseudomonas spp fluorescent régule le taux de l’éthylène

dans les racines, en favorisant sa production au début de la germination pour la

levée de la dormance de la graine permettant d’augmenter le taux de germination

[272] ; toutefois une réduction de l’éthylène durant le processus de nodulation est

indispensable pour augmenter le nombre de nodules ainsi qu’une élongation des

racines [426,90,427,421].

Il a été observé que l’inoculation des plantes avec des PGPR contenant

l’enzyme ACC deaminase sont beaucoup plus résistantes aux effets délétères de

l’éthylène synthétisé en conditions stressantes, telles que la présences des métaux

lourds [452,453], la présence d’agent pathogènes [454], la sécheresse et la salinité

élevé [455,456]. Dans la plupart de ces cas, il a été signalé que les PGPR contenant

l’enzyme ACC deaminase réduit considérablement le niveau de l'ACC

(1-aminocyclopropane-1- Acide carboxylique) dans les plantes, limitant ainsi la

quantité d’éthylène synthétisé, et donc des dommages à la plante.

En dépit des gains remarquables de certaines souches à savoir P64 et S20. la

souche CHAO a montré une fluctuation dans les résultats enregistrés ; ceci
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s’explique par l’origine écologique des souches bactériennes de Pseudomonas spp

fluorescents, étant donné que les souches les plus performantes sont des souches

d’origine locale au contraire de la souche CHAO (issu de la rhizosphère du tabac en

Suisse).

L’origine écologique (géographique et plante hôte) est signalée par plusieurs

auteurs [370,274,373,85], qui est déterminante pour l’expression et la stabilité des

effets bénéfiques des souche bactériennes.

Les résultats obtenus de l’association entre les souches rhizobactériennes de

Pseudomonas fluorescens et Rhizobium sp., étudier dans ce travail nous permettent

de constater une synergie entre les souches qui s’est traduit par une augmentation

de la croissance végétale ainsi que le nombre de nodules ainsi qu’une augmentation

du taux de matière azotées totales dans les plantes.

La communication chimique qui existe chez les rhizobactéries conditionne leur

interaction dans la rhizosphère par l’expression des différentes fonctions

métaboliques et physiologiques. Ces rhizobactéries utilisent le quorum sensing pour

réguler la production des métabolites secondaires active dans le sol [345], en effet, la

plupart des organismes produisent plusieurs types d’AHL (acyl-homoserine

lactones), et un même AHL est synthétisé par plusieurs organismes [341]. Par

conséquent, il existe un certain chevauchement dans la production et la

reconnaissance des AHL par différents organismes [340].

Les perspectives de l’utilisation des Pseudomonas spp fluorescents doivent

prendre en compte la sélection des souches selon leur compétence rhizosphérique

ainsi que leur aptitude nutritionnelle pour assurer une meilleure colonisation et

viabilité dans le sol.

Bien que les applications in situ de quelques souches de Pseudomonas spp

fluorescents effectuées dans ce travail expérimental, ne soient pas représentatives à

l’échelle de production, elles ont permis la mise en évidence des effets bénéfiques

exercés par ces rhizobactéries sur les plantes ainsi que leurs aptitudes appréciables

de compétence rhizosphérique et de synergisme avec les souches de Rhizobium sp.
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CONCLUSION

Les applications des souches de Pseudomonas fluorescens dans les

différents essais réalisés dans ce travail, ont mis en évidence leurs potentialités de

stimulation de la croissance végétale, ainsi que leurs effets positifs sur le processus

de nodulation en interaction avec des souches de Rhizobium. Les taux de

phytostimulation ont atteint parfois des seuils dépassant 50% ce qui confirme le

potentiel phytostimulateur des souches bactériennes sélectionnées, en interaction

avec les différentes plantes herbacées testées.

La phytostimulation exercée par les trois souches de Pseudomonas

fluorescens (P64, CHAO et S20) sur les trois espèces végétales (Blé, tomate et

concombre), s’est exprimée à travers un raccourcissement dans le temps

d’émergence des plantules, avec des gains, dépassant parfois 13%, en plus d’une

augmentation de la phytomasse aérienne et de la longueur racinaire.

Globalement, selon les paramètres de croissance étudiée, nous avons noté

des gains variables selon les interactions (plantes- souches bactériennes) dépassant

21% chez le blé, 52% chez la tomate et 22% pour le concombre. Nos estimations

montrent que les effets bénéfiques sont plus accentués lors des mensurations

réalisées durant la première période (après 16 jours de la bactérisation). Donc les

effets de bactérisation étaient plus significatifs notamment aux stades juvéniles des

trois espèces végétales ainsi que sur leur physiologie.

La deuxième partie de notre travail expérimental, relative à la mise en

évidence de la compétence rhizosphérique des souches de Pseudomonas

fluorescens, a révélé une interaction positive des souches (D1, D2 et S20) avec les

espèces végétales (tomate, blé et lin), caractérisée par une nette évolution des

populations bactériennes dans les différentes rhizosphères, estimée à une moyenne
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1011CFU /g de sol. Ceci explique que ces plantes exercent un effet rhizosphérique

notable, qui témoigne d’une bonne adaptation des souches bactériennes dans les

rhizosphères de ces plantes.

L’utilisation des souches CHAO, CK4 et S20 dans l’essai de synthèse des

pyoverdines, a permis d’observer une efficacité dans la colonisation rhizosphérique,

en dépit d’une carence ou une abondance du fer dans les microcosmes. L’apport du

chélateur de fer, EDTA, dans certains microcosmes a permis de mettre en évidence

l’implication relative des facultés génotypiques en production de pyoverdines des

souches étudiées. L’utilisation de la souche CK4, mutant de la souche CHAO

déficient en synthèse de pyoverdines, a montré une bonne colonisation des

rhizosphères, en dépit de son incapacité à synthétiser les pyoverdines. Ceci est

révélateur d’une existence d’autres types de sidérophores que les pyoverdines et/ou

d’autres métabolites secondaires analogues qui entrent en jeu, en état de carence en

fer.

L’efficacité de la colonisation racinaire semble être liée à la souche

bactérienne et à la plante hôte, sans omettre par ailleurs les facteurs biotiques et

abiotiques qui peuvent influencer la distribution et la survie des bactéries dans la

rhizosphère.

 Dans la dernière partie de notre travail, portant sur l’interaction des souches

de Pseudomonas fluorescens et les souches de Rhizobium et leur impact sur la

croissance et la stimulation de la nodulation chez les plantules de fève, nous

constatons une relative augmentation de la croissance des différents paramètres

étudiés. Des gains appréciables, en nombre de nodules et en taux des matières

azotées totales atteignant le taux de 25.31%. Cette étude souligne la diversité des

mécanismes d’action mis en œuvre par les différentes rhizobactéries testées, pour

générer des actions bénéfiques sur les plantes testées.

Il est à signaler que l’origine végétale des souches bactériennes est différente,

par rapport aux plantes testées, néanmoins les niveaux des populations dénombrées

restent suffisamment élevés pour garantir une bonne colonisation racinaire,

indispensable à la réussite et l’expression des effets bénéfiques.
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 L’utilisation des PGPR comme agents de promotion de la croissance végétale

et/ou de biocontrôle nécessite une compréhension des interactions entre la plante et

la bactérie, ainsi que l’influence exercée par leur environnement biotique et abiotique

sur cette interaction. Comme, il est nécessaire de mieux comprendre la réaction des

plantes à la présence de ces bactéries introduites. Dans ce contexte plusieurs

travaux récents confirment l’importance de l’investigation des aspects relatifs au

quorum sensing régissant les populations rhizobactériennes [33,72,345,457].

La compréhension de la dynamique des populations microbiennes pourrait

éclairer le processus de sélection des souches, afin de promouvoir avec succès la

croissance des plantes et / ou la suppression de maladies, en ciblant des souches

douées de potentialités sélectives et adaptatives aux conditions telluriques.

Il est fortement souhaitable d’approfondir les investigations relatives à l’étude

des mécanismes d’action associés à l’expression des effets bénéfiques, en

s’assurant de leur stabilité et de leur reproductibilité, dans des conditions

expérimentales plus élaborées et proches des conditions naturelles. Comme il est

nécessaire de s’intéresser de prés aux expérimentations de formulation des

inoculum bactériens destinés aux applications pratiques, préalables d’approche en

terme d’application à grande échelle.



APPENDICE A

LISTE DES ABREVIATIONS ET DES SYMBOLES

CFU
cm
g
ml
cm2

: colony forming unit
: centimètre
: gramme
: millilitre
: centimètre carré



APPENDICE B

Tableau : Caractéristiques physico-chimiques du sol utilisé [353].

Caractéristiques Taux (%)
pHeau 6.9
pHKCL 6.7
K+ 0.63 %
Na+ 2.63 %
Ca+2 + Mg+2 6.36 %
S+ 9.65 %
C.E 0.44
C.E.C capacité d’échange cationique
(meq /100g de sol)

12.5

V (taux de saturation) 77.2
P2 O5 Phosphore assimilable (ppm) 189.33
Ca CO3 0
Matière organique 1.89
Hcc (humidité pondérale à la capacité au
champ)

10.45

Argile 16.36 %
L (limon) 24.12 %
LG (limon grossier) 16.26 %
SF (sable fin) 14.28 %
SG (sable grossier) 28.98 %



APPENDICE C
Milieux de culture

Milieu B de King (KB) King et al., [357]
Peptone  (Difco) 20 g

Glycerole (Prolabo) 15 ml

K2 Hpo4 (Sigma)   1,5 g

MgSO4 (Sigma)   1,5 g

Agar (Sigma)          15 g

Eau distillée               1000 ml

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

Milieu PDAE (Potato Dextrose Agar + Extrait de levure) Grainier [360]

Pomme de terre  200 g

Dextrose 20 g

Extrait de levure        0.250 g

Agar            15 g

Eau distillée 1000 ml

pH 7 autoclavage 20 minutes à 120° C



APPENDICE D
La coloration de Gram

Méthode [364]

1. Prélèvement du frottis bactérien sur une lame et le fixé.

2. Recouvrir la lame avec du violet de gentiane pendant 2 minutes, puis le rincer

à l’eau distillée.

3. Recouvrir avec une solution de lugol pendant 2 minutes, rincer à l’alcool

jusqu’à ce la disparition de la couleur

4. Recouvrir la lame avec de la fushine durant 2 minutes, puis rincer le colorant

avec de l’eau distillée.

Observation sous microscope optique.



APPENDICE E
Courbes d’évaluation des concentrations des suspensions de Rhizobium sp.

y (580) = -0.2171Ln(x) + 0.3938
R2 = 0.7703

y(600) = -0.1862Ln(x) + 0.3474
R2 = 0.8203
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APPENDICE F

Composition du Catalyseur :

250 g de K2SO4,

250 g de CuSO4

5 g de Sélénium

20 ml d’acide sulfurique (d = 1.84).

Composition de l’indicateur (pour 1 litre de solution) :

20 g d’acide borique

200 ml d’éthanol absolu

10 ml d’indicateur contenant : ¼ de rouge de méthyle à 0.2% dans

l’alcool à 95 °et de ¾ de vert de bromocresol à 0.1% dans l’alcool à 95°.



APPENDICE G

Tableau 1 : Dénombrements de la souche CHAO dans les microcosmes après 15 jours (Première
période) de la bactérisation.

Traitements Dilutions Répétition 1 Répétition 2 Répétition 3 MOY MOY G E. type

CHAO 1 -5 5.06E+08 ND 5.57E+08 1.06E+09 9.36E+10 1.02E+02

-6 2.54E+09 4.22E+09 4.17E+09 3.64E+09
-7 ND 5.75E+10 ND 5.75E+10
-8 2.35E+11 3.64E+11 1.25E+11 2.41E+11

CHAO 2 -5 ND ND ND ND
-6 5.60E+09 ND 5.40E+09 1.10E+10
-7 ND ND 4.20E+09 4.20E+09
-8 3.63E+11 3.43E+11 3.60E+11 3.55E+11

CHAO 3 -5 ND ND 4.63E+08 4.63E+08
-6 4.30E+08 7.00E+08 4.50E+08 5.27E+08
-7 4.84E+10 4.40E+10 1.91E+10 3.72E+10
-8 2.58E+11 1.77E+11 2.08E+11 2.14E+11

CHAO 4 -5 ND 5.53E+08 ND 5.53E+08
-6 5.65E+09 4.45E+09 ND 5.05E+09
-7 3.91E+10 4.20E+09 4.17E+10 2.83E+10
-8 4.42E+11 4.25E+11 4.64E+11 4.44E+11

CHAO 1 Fe -5 5.18E+08 5.58E+08 ND 5.38E+08 9.64E+10 1.82E+02
-6 ND ND 5.33E+09 5.33E+09
-7 ND 5.57E+10 ND 5.57E+10
-8 ND 5.20E+11 5.80E+11 5.50E+11

CHAO 2 Fe -5 5.93E+08 ND ND 5.93E+08
-6 5.90E+08 3.70E+08 2.31E+09 1.09E+09
-7 3.33E+10 ND 4.46E+10 3.90E+10
-8 ND 2.36E+11 ND 2.36E+11

CHAO 3 Fe -5 3.27E+08 5.14E+08 4.30E+08 4.24E+08
-6 2.56E+09 2.47E+09 1.36E+09 2.13E+09
-7 ND 1.37E+10 3.90E+09 8.80E+09
-8 4.70E+10 7.70E+10 4.40E+10 5.60E+10

CHAO 4 Fe -5 5.65E+08 ND 5.80E+08 5.73E+08
-6 3.25E+09 5.75E+09 5.95E+09 4.98E+09
-7 ND 5.38E+10 5.92E+10 5.65E+10
-8 5.96E+11 5.56E+11 4.20E+11 5.24E+11

CHAO 1 -EDTA -6 ND ND ND ND
-7 ND ND ND ND
-8 ND ND ND ND

CHAO 2 EDTA -6 3.80E+08 4.10E+08 ND 3.95E+08 6.17E+10 8.60E+02
-7 ND ND ND ND
-8 ND 1.23E+11 ND 1.23E+11

MOY : moyenne des trois répétitions.   MOYG : moyenne générale de la totalité des dilutions
E type : écart type des différentes répétitions.               ND : non donné.



APPENDICE G (suite) :

Tableau 2 : Dénombrements de la souche CHAO dans les microcosmes après 32 jours
(deuxième période) de la bactérisation.

Traitements Dilution
s Répétition 1 Répétition 2 Répétition

3 MOY MOY G E. type
CHAO 1 -6 2.17E+09 1.03E+09 ND 1.60E+09 2.41E+10 1.85E+02

-7 9.20E+09 8.40E+09 ND 8.80E+09
-8 8.10E+10 7.40E+10 ND 7.75E+10

CHAO 2 -6 1.00E+09 1.01E+09 ND 1.01E+09
-7 ND 3.00E+09 ND 3.00E+09
-8 5.10E+10 5.70E+10 ND 5.40E+10

CHAO 3 -6 ND 1.70E+09 ND 1.70E+09
-7 6.90E+09 8.40E+09 ND 7.65E+09
-8 8.20E+10 4.10E+10 ND 6.15E+10

CHAO 1 EDTA -6 2.88E+09 2.80E+09 ND 2.84E+09 6.66E+10 1.38E+02
-7 1.45E+10 1.07E+10 ND 1.26E+10
-8 6.50E+10 3.90E+10 ND 5.20E+10

CHAO 2-EDTA -6 ND 9.60E+08 ND 9.60E+08
-7 ND ND ND ND
-8 ND 9.80E+08 ND 9.80E+08

CHAO 2 EDTA -6 ND ND ND ND
-7 1.73E+10 2.10E+10 ND 1.92E+10
-8 4.30E+11 3.25E+11 ND 3.78E+11

MOY : moyenne des trois répétitions.   MOYG : moyenne générale de la totalité des dilutions
E type : écart type des différentes répétitions.               ND : non donné.



APPENDICE G (suite) :

Tableau 3 : Dénombrements de la souche CK4 dans les microcosmes après 15 jours
(Première période) de la bactérisation.

Traitements Dilutions Répétition 1 Répétition 2 Répétition
3 MOY MOY G E. type

PVD- 1 -5 5.95E+08 ND ND 5.95E+08 1.32E+11 2.12E+02
-6 5.78E+09 ND ND 5.78E+09
-7 4.74E+10 5.75E+10 4.41E+10 4.97E+10
-8 5.86E+11 4.29E+11 3.92E+11 4.69E+11

PVD- 2 -5 ND ND 5.45E+08 5.45E+08
-6 ND ND 5.61E+09 5.61E+09
-7 ND 5.97E+10 5.87E+10 5.92E+10
-8 3.20E+10 3.58E+11 3.86E+11 2.59E+11

PVD- 3 -5 5.81E+08 ND 5.76E+08 5.79E+08
-6 ND ND 5.98E+09 5.98E+09
-7 ND ND 5.96E+10 5.96E+10
-8 ND 5.95E+11 5.98E+11 5.97E+11

PVD- 4 -5 ND 5.94E+08 ND 5.94E+08
-6 ND ND 5.60E+09 5.60E+09
-7 ND 5.76E+10 5.97E+10 5.87E+10
-8 5.68E+11 5.08E+11 5.38E+11

PVD- 1 Fe -6 6.60E+08 4.80E+08 ND 5.70E+08 1.09E+10 1.89E+02
-7 1.28E+10 7.60E+09 ND 1.02E+10
-8 ND 3.00E+10 ND 3.00E+10

PVD- 2 Fe -6 2.03E+09 ND ND 2.03E+09
-7 ND ND ND ND
-8 ND 5.51E+11 ND 5.51E+11

PVD- 3 Fe -6 ND 5.17E+09 ND 5.17E+09
-7 1.69E+10 5.62E+10 ND 3.66E+10
-8 3.40E+10 ND ND 3.40E+10

PVD- 1 -EDTA -6 ND 1.30E+09 ND 1.30E+09 1.83E+09 7.09E+03
-7 3.42E+10 ND ND 3.42E+10
-8 6.70E+10 2.54E+11 ND 1.61E+11

PVD- 2 EDTA -6 2.35E+09 ND ND 2.35E+09
-7 3.80E+10 2.12E+10 ND 2.96E+10
-8 1.84E+11 1.00E+11 ND 1.42E+11

PVD-3 EDTA -6 ND ND ND ND
-7 ND ND ND ND
-8 ND ND ND ND

MOY : moyenne des trois répétitions.   MOYG : moyenne générale de la totalité des dilutions
E type : écart type des différentes répétitions.               ND : non donné.



APPENDICE G (suite) :

Tableau 4 : Dénombrements de la souche CK4 dans les microcosmes après 32 jours
(deuxième période) de la bactérisation.

Traitements Dilutions Répétition 1 Répétition 2 Répétition
3 MOY MOY G E. type

PVD- 1 -6 8.10E+08 5.06E+09 ND 2.94E+09 1.29E+10 1.26E+02
-7 6.70E+09 4.40E+09 ND 5.55E+09
-8 ND ND ND

PVD- 2 -6 2.34E+09 1.09E+09 ND 1.72E+09
-7 1.95E+10 7.50E+09 ND 1.35E+10
-8 3.20E+10 ND ND 3.20E+10

PVD- 3 -6 8.30E+08 5.50E+08 ND 6.90E+08
-7 1.53E+10 1.89E+10 ND 1.71E+10
-8 ND 3.00E+10 ND 3.00E+10

PVD- 1 -EDTA -6 ND 2.80E+09 ND 2.80E+09 1.62E+10 2.80E+02
-7 1.37E+10 2.05E+10 ND 1.71E+10
-8 ND 9.10E+10 ND 9.10E+10

PVD- 2 EDTA -6 1.29E+09 1.70E+09 ND 1.50E+09
-7 1.82E+10 5.65E+10 ND 3.74E+10
-8 5.57E+11 5.12E+11 ND 5.35E+11

PVD-3 EDTA -6 3.62E+09 3.45E+09 ND 3.54E+09
-7 3.52E+10 ND ND 3.52E+10
-8 5.13E+11 2.17E+11 ND 3.65E+11

MOY : moyenne des trois répétitions.   MOYG : moyenne générale de la totalité des dilutions
E type : écart type des différentes répétitions.               ND : non donné.



APPENDICE G (suite) :

Tableau 5 : Dénombrements de la souche S20 dans les microcosmes après 15 jours
(Première période) de la bactérisation.

Traitements Dilutions Répétition 1 Répétition 2 Répétition
3 MOY MOY G E.type

S20 1 -6 1.40E+09 3.16E+09 ND 2.28E+09 1.66E+10 1.47E+02
-7 3.10E+09 2.50E+10 ND 1.41E+10
-8 3.30E+10 ND ND 3.30E+10

S20 2 -6 4.90E+09 4.64E+09 ND 4.77E+09
-7 9.50E+09 4.76E+10 ND 2.86E+10
-8 4.50E+10 3.20E+10 ND 3.85E+10

S20 3 -6 3.03E+09 3.60E+08 ND 1.70E+09
-7 1.00E+10 ND ND 1.00E+10
-8 ND ND ND ND

S20 1 Fe -6 2.33E+09 4.86E+09 ND 3.60E+09 6.74E+10 1.02E+02
-7 9.60E+09 2.15E+10 ND 1.56E+10
-8 9.70E+10 2.19E+10 ND 5.95E+10

S20 2 Fe -6 2.49E+09 2.74E+09 ND 2.62E+09
-7 ND 6.90E+09 ND 6.90E+09
-8 1.49E+11 ND ND 1.49E+11

S20 3 Fe -6 4.70E+08 7.60E+08 ND 6.15E+08
-7 ND 6.40E+09 ND 6.40E+09
-8 2.11E+11 3.91E+11 ND 3.01E+11

S20 1 EDTA -5 ND ND ND ND
-6 ND ND ND ND
-7 5.09E+10 ND 5.92E+10 5.51E+10 1.26E+11 1.89E+02
-8 ND 5.91E+11 5.87E+11 5.89E+11

S20 2 EDTA -5 ND ND ND ND
-6 4.49E+09 ND 3.86E+09 4.18E+09
-7 3.26E+10 5.32E+10 4.48E+10 4.35E+10
-8 3.86E+11 2.99E+11 ND 3.43E+11

S20 3 EDTA -5 2.64E+08 ND ND 2.64E+08
-6 1.55E+09 1.75E+09 8.90E+08 1.40E+09
-7 ND 3.75E+10 3.33E+10 3.54E+10
-8 7.30E+10 2.34E+11 ND 1.54E+11

S20 4 EDTA -5 ND ND 5.00E+08 5.00E+08
-6 3.49E+09 2.52E+09 4.92E+09 3.64E+09
-7 1.32E+10 3.98E+10 4.11E+10 3.14E+10
-8 4.57E+11 2.88E+11 ND 3.73E+11

MOY : moyenne des trois répétitions.   MOYG : moyenne générale de la totalité des dilutions
E type : écart type des différentes répétitions.               ND : non donné.



APPENDICE G (suite) :

Tableau 6 : Dénombrements de la souche S20 dans les microcosmes après 32 jours
(deuxième période) de la bactérisation.

Traitements Dilutions Répétition 1 Répétition 2
Répétition

3 MOY MOY G E.type

S20 1 -6 2.52E+09 1.99E+09 ND 2.26E+09 5.66E+10 1.30E+02
-7 4.04E+10 1.04E+10 ND 2.54E+10
-8 1.10E+11 1.31E+10 ND 6.16E+10

S20 2 -6 4.80E+08 3.00E+08 ND 3.90E+08
-7 5.32E+10 5.30E+09 ND 2.93E+10
-8 4.40E+10 ND ND 4.40E+10

S20 3 -6 5.89E+09 ND ND 5.89E+09
-7 ND ND ND ND
-8 5.91E+11 1.83E+11 ND 3.87E+11

S20 1 Fe -6 5.37E+09 4.28E+09 ND 4.83E+09 5.81E+10 9.21E+02
-7 2.50E+10 7.90E+09 ND 1.65E+10
-8 3.92E+11 9.30E+10 ND 2.43E+11

S20 2  Fe -6 2.64E+09 ND ND 2.64E+09
-7 5.10E+10 1.03E+10 ND 3.07E+10
-8 5.50E+10 4.80E+10 ND 5.15E+10

S20 1 EDTA -6 1.79E+09 6.90E+08 ND 1.24E+09 6.36E+10 4.53E+02
-7 ND 1.63E+10 ND 1.63E+10
-8 1.81E+11 5.80E+11 ND 3.81E+11

S20 2 EDTA -6 ND 3.00E+09 ND 3.00E+09
-7 2.41E+10 8.20E+09 ND 1.62E+10
-8 7.30E+10 4.10E+10 ND 5.70E+10

S20 3 EDTA -6 1.60E+09 1.80E+09 ND 1.70E+09
-7 5.90E+10 6.90E+09 ND 3.30E+10
-8 ND ND ND ND

MOY : moyenne des trois répétitions.   MOYG : moyenne générale de la totalité des dilutions
E type : écart type des différentes répétitions.               ND : non donné.



APPENDICE G(suite) :

Tableau 7 : Dénombrements bactérien réalisé dans les trois microcosmes (blé, lin et tomate)
bactérisé avec la souche D1 de Pseudomonas fluorescens, après 15 jours de la
bactérisation.

Traitements Dilutions Répétition 1 Répétition 2 Répétition
3 MOY MOY G E. type

D1BLE 1 -5 ND ND ND ND 2.53E+09 7.93E+02
-6 1.08E+09 8.00E+08 9.50E+08 9.43E+08
-7 2.29E+10 1.52E+10 > 30 ND
-8 > 30 3.44E+11 1.50E+11 ND

D1 BLE 2 -5 ND ND ND ND
-6 4.20E+08 5.10E+08 5.05E+09 1.99E+09
-7 ND 4.70E+09 ND 4.70E+09
-8 > 600 > 600 ND ND

D1BLE 3 -5 > 600 > 600 > 600
-6 1.30E+09 5.08E+09 1.55E+09 2.64E+09
-7 < 30 < 30 < 30 ND
-8 < 30 < 30 < 30 ND

D1BLE 4 -5 2.37E+08 1.73E+08 1.53E+08 1.88E+08
-6 ND 6.60E+08 8.74E+09 4.70E+09
-7 2.43E+10 > 30 > 30 ND
-8 3.30E+10 >30 1.53E+11 ND

D1 LIN 1 -6 3.11E+09 1.28E+09 2.20E+09 2.09E+10 1.63E+02
-7 5.28E+10 ND 5.28E+10
-8 ND ND ND

D1 LIN 2 -6 3.49E+09 3.20E+08 1.91E+09
-7 ND ND ND
-8 < 30 4.19E+11 ND

D1 LIN 3 -6 2.02E+09 3.72E+09 2.87E+09
-7 ND ND
-8 4.60E+10 1.13E+11 7.95E+10

D1 TOMATE 1 -6 ND ND ND ND
-7 ND ND ND ND 1.22E+11 1.96E+02
-8 ND 3.84E+11 1.48E+11 2.66E+11

D1 TOMATE 2 -5 8.70E+07 3.16E+08 3.96E+08 2.66E+08
-6 ND ND 1.20E+09 1.20E+09
-7 ND 3.50E+09 2.68E+10 1.52E+10
-8 1.07E+11 6.70E+10 5.60E+11 2.45E+11

D1 TOMATE3 -5 ND ND 5.86E+08 5.86E+08
-6 5.01E+09 ND 5.62E+09 5.32E+09
-7 ND ND ND ND
-8 ND 5.84E+11 ND 5.84E+11

D1 TOMATE 4 -5 ND ND ND ND
-6 1.86E+09 5.60E+08 ND 1.21E+09
-7 9.80E+09 7.20E+09 ND 8.50E+09
-8 4.40E+10 5.07E+11 4.12E+11 3.21E+11

MOY : moyenne des trois répétitions.   MOYG : moyenne générale de la totalité des dilutions
E type : écart type des différentes répétitions.               ND : non donné.



APPENDICE G (suite) :

Tableau 8 : Dénombrements bactérien réalisé dans les trois microcosmes (blé, lin et tomate)
bactérisé avec la souche D1 de Pseudomonas fluorescens, après 32 jours de la
bactérisation.

Traitements Dilutions Répétition 1 Répétition 2 Répétition
3 MOY MOY G E. type

D1 BLE 1 -6 5.98E+09 4.06E+09 5.02E+09 7.64E+09 1.73E+02
-7 1.51E+10 2.76E+10 2.14E+10
-8 > 30 7.40E+10 ND

D 1BLE 2 -6 2.95E+09 2.92E+09 2.94E+09
-7 9.60E+09 4.40E+09 7.00E+09
-8 5.09E+11 > 30 ND

D1 BLE 3 -6 2.16E+09 1.66E+09 1.91E+09
-7 > 30 < 30 ND
-8 6.40E+10 > 30 ND

D1 LIN 1 -6 1.90E+09 2.03E+09 1.97E+09 1.01E+10 1.16E+02
-7 ND 4.90E+09 4.90E+09

-8 ND ND ND

D1 LIN 2 -6 ND 1.12E+09 1.12E+09
-7 ND ND ND
-8 3.00E+10 4.00E+10 3.50E+10

D1 LIN 3 -6 4.27E+09 4.27E+09
-7 2.24E+10 4.60E+09 1.35E+10
-8 5.00E+10 <30 ND

D1 TOMATE 1 -6 ND ND ND ND 6.27E+10 9.71E+02
-7 5.88E+10 ND ND 5.88E+10
-8 8.30E+10 ND ND 8.30E+10

D1 TOMATE 2 -6 ND 2.26E+09 ND 2.26E+09
-7 1.65E+10 2.19E+10 ND 1.92E+10
-8 4.30E+10 3.90E+10 ND 4.10E+10

D1 TOMATE 3 -6 5.28E+09 1.56E+09 ND 3.42E+09
-7 3.60E+09 9.00E+08 ND 2.25E+09
-8 4.42E+11 1.41E+11 ND 2.92E+11

MOY : moyenne des trois répétitions.   MOYG : moyenne générale de la totalité des dilutions
E type : écart type des différentes répétitions.               ND : non donné.



APPENDICE G (suite) :

Tableau 9 : Dénombrements bactérien réalisé dans les trois microcosmes (blé, lin et tomate)
bactérisé avec la souche D2 de Pseudomonas fluorescens, après 15 jours de la
bactérisation.

Traitements Dilutions Répétition 1 Répétition 2 Répétition
3 MOY MOY G E. type

D2 BLE1 -5 2.48E+08 2.95E+08 4.67E+08 3.37E+08 2.39E+09 1.55E+02
-6 4.50E+08 ND 1.91E+09 1.18E+09
-7 3.80E+09 > 30 ND 3.80E+09
-8 ND ND ND ND

D2 BLE2 -5 4.38E+08 ND 4.89E+08 4.64E+08
-6 2.25E+09 4.89E+09 ND 3.57E+09
-7 ND ND 3.60E+09 3.60E+09
-8 ND ND ND

D2 BLE3 -5 4.67E+08 ND ND 4.67E+08
-6 ND 2.71E+09 4.56E+09 3.64E+09
-7 3.60E+09 ND ND 3.60E+09
-8 ND ND ND ND

D2 BLE4 -5 ND ND ND ND
-6 ND ND ND ND
-7 5.98E+09 4.20E+08 3.20E+09
-8 ND ND ND ND

D2 LIN1 -6 1.90E+09 2.43E+09 2.17E+09 1.10E+11 2.14E+02
-7 ND ND ND
-8 ND 6.30E+10 6.30E+10

D2 LIN2 -6 5.92E+09 5.97E+09 5.95E+09
-7 5.84E+10 5.82E+10 5.83E+10
-8 5.93E+11 ND 5.93E+11

D2 LIN3 -6 ND 5.62E+09 5.62E+09
-7 4.41E+10 ND 4.41E+10
-8 ND ND ND

D2 TOMATE1 -5 ND ND ND ND 9.97E+09 7.57E+02
-6 3.90E+08 3.08E+09 1.74E+09
-7 ND ND 3.16E+10 3.16E+10
-8 3.38E+11 < 30 5.40E+10 ND

D2 TOMATE2 -5 3.46E+08 5.16E+08 ND 4.31E+08
-6 1.37E+09 1.57E+09 ND 1.47E+09
-7 1.61E+10 1.71E+10 4.13E+10 2.48E+10
-8 < 30 1.14E+11 2.36E+11 ND

D2 TOMATE3 -5 ND ND 5.59E+08 5.59E+08
-6 5.59E+09 5.76E+09 4.26E+09 5.20E+09
-7 ND 1.16E+10 1.16E+10
-8 ND 1.36E+11 > 30 ND

D2 TOMATE4 -5 3.12E+08 3.47E+08 5.87E+08 4.15E+08
-6 ND ND 2.88E+09 2.88E+09
-7 ND ND 3.10E+09 3.10E+09
-8 5.00E+10 4.50E+09 5.30E+10 3.58E+10

MOY : moyenne des trois répétitions.   MOYG : moyenne générale de la totalité des dilutions
E type : écart type des différentes répétitions.               ND : non donné.



APPENDICE G(suite) :

Tableau 10 : Dénombrements bactérien réalisé dans les trois microcosmes (blé, lin et
tomate) bactérisé avec la souche D1 de Pseudomonas fluorescens, après 32
jours de la bactérisation.

Traitements Dilutions Répétition 1 Répétition 2 Répétition
3 MOY MOY G E. type

D2 BLE1 -6 2.42E+09 8.90E+08 1.66E+09 3.21E+10 4.21E+02
-7 1.68E+10 2.10E+10 1.89E+10
-8 1.14E+11 6.50E+10 8.95E+10

D2 BLE2 -6 5.99E+09 5.99E+09
-7 7.70E+09 7.50E+09 7.60E+09
-8 1.69E+11 6.40E+10 1.17E+11

D2 BLE3 -6 2.99E+09 1.66E+09 2.33E+09
-7 1.25E+10 7.00E+09 9.75E+09
-8 3.70E+10 ND 3.70E+10

D2 LIN1 -6 1.34E+09 3.42E+09 2.38E+09 5.73E+10 1.10E+02
-7 5.25E+10 6.20E+09 2.94E+10
-8 4.60E+11 4.50E+10 2.53E+11

D2 LIN2 -6 4.50E+08 8.20E+08 6.35E+08
-7 ND ND ND
-8 ND ND ND

D2 LIN3 -6 2.67E+09 4.40E+08 1.56E+09
-7 ND ND
-8 ND ND ND

D2 TOMATE1 -6 3.20E+09 3.14E+09 3.17E+09 7.68E+10 1.22E+02
-7 3.10E+09 4.70E+09 3.90E+09
-8 ND 9.90E+10 9.90E+10

D2 TOMATE2 -6 3.50E+08 1.92E+09 1.14E+09
-7 3.39E+10 1.09E+10 2.24E+10
-8 9.30E+10 1.02E+11 9.75E+10

D2 TOMATE 3 -6 ND ND ND
-7 5.98E+10 4.21E+10 5.10E+10
-8 ND 3.36E+11 3.36E+11

MOY : moyenne des trois répétitions.   MOYG : moyenne générale de la totalité des dilutions
E type : écart type des différentes répétitions.               ND : non donné.



APPENDICE G (suite) :

Tableau 11 : Dénombrements bactérien réalisé dans les trois microcosmes (blé, lin et
tomate) bactérisé avec la souche S20 de Pseudomonas fluorescens, après 15
jours de la bactérisation.

Traitements Dilutions Répétition 1 Répétition 2 Répétition
3 MOY MOY G E. type

S20 BLE1 -6 1.57E+09 5.58E+09 3.58E+09 7.64E+10 1.53E+02
-7 1.47E+10 4.86E+10 3.17E+10
-8 3.00E+10 1.16E+11 7.30E+10

S20 BLE2 -6 5.69E+09 3.51E+09 4.60E+09
-7 3.70E+09 4.80E+09 4.25E+09
-8 ND ND ND

S20 BLE3 -6 5.28E+09 5.74E+09 5.51E+09
-7 3.20E+10 4.74E+10 3.97E+10
-8 ND 4.49E+11 4.49E+11

S20 LIN1 -6 3.12E+09 4.91E+09 4.02E+09 1.12E+11 7.65E+02
-7 3.10E+09 6.10E+09 4.60E+09
-8 ND ND ND

S20 LIN2 -6 ND ND ND
-7 4.52E+10 ND 4.52E+10
-8 4.72E+11 5.38E+11 5.05E+11

S20 LIN3 -6 2.01E+09 ND 2.01E+09
-7 ND ND ND
-8 ND ND ND

S20 TOMATE1 -5 ND ND ND ND 1.27E+10 1.95E+02
-6 ND ND 5.82E+09 5.82E+09
-7 ND ND ND ND
-8 4.10E+09 ND ND 4.10E+09

S20 TOMATE2 -5 1.43E+08 ND ND 1.43E+08
-6 2.90E+09 ND ND 2.90E+09
-7 ND ND 4.00E+09 4.00E+09
-8 ND 3.30E+10 ND 3.30E+10

S20 TOMATE3 -5 2.73E+08 2.49E+08 ND 2.61E+08
-6 2.63E+09 2.09E+09 1.16E+09 2.36E+09
-7 ND ND ND ND
-8 ND ND ND ND

S20 TOMATE4 -5 ND ND ND ND
-6 3.81E+09 ND 3.81E+09
-7 ND 2.07E+10 4.98E+09 2.07E+10
-8 ND 6.30E+10 1.92E+11 6.30E+10

MOY : moyenne des trois répétitions.   MOYG : moyenne générale de la totalité des dilutions
E type : écart type des différentes répétitions.               ND : non donné.
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APPENDICE G (suite) :

Tableau 12 : Dénombrements bactérien réalisé dans les trois microcosmes (blé, lin et
tomate) bactérisé avec la souche D1 de Pseudomonas fluorescens, après 32
jours de la bactérisation.

Traitements Dilutions Répétition 1 Répétition 2 Répétition
3 MOY MOY G E. type

S20 BLE1 -6 5.21E+09 2.12E+09 3.67E+09 2.13E+10 1.24E+02
-7 1.47E+10 ND 1.47E+10
-8 ND 3.20E+10 3.20E+10

S20 BLE2 -6 5.56E+09 4.68E+09 5.12E+09
-7 5.22E+10 6.10E+09 2.92E+10
-8

S20 BLE3 -6 ND 4.68E+09 4.68E+09
-7 ND 5.95E+10 5.95E+10
-8 ND ND ND

S20 LIN1 -6 4.76E+09 ND 4.76E+09 5.82E+10 3.78E+02
-7 7.00E+09 3.00E+09 5.00E+09
-8 9.20E+10 ND 9.20E+10

S20 LIN2 -6 3.77E+09 3.68E+09 3.73E+09
-7 ND 4.02E+10 4.02E+10
-8 1.33E+11 4.91E+11 3.12E+11

S20 LIN3 -6 3.88E+09 2.01E+09 2.95E+09
-7 6.60E+09 3.70E+09 5.15E+09
-8 ND ND ND

S20 TOMATE1 -6 2.73E+09 1.65E+09 2.19E+09 4.88E+10 3.29E+02
-7 1.94E+10 9.40E+09 1.44E+10
-8 1.32E+11 3.25E+11 2.29E+11

S20 TOMATE2 -6 1.56E+09 1.41E+09 1.49E+09
-7 1.84E+10 1.54E+10 1.69E+10
-8 6.70E+10 5.60E+10 6.15E+10

S20 TOMATE3 -6 3.45E+09 2.71E+09 3.08E+09
-7 1.31E+11 9.50E+09 7.03E+10
-8 5.10E+10 3.00E+10 4.05E+10

MOY : moyenne des trois répétitions.   MOYG : moyenne générale de la totalité des dilutions
E type : écart type des différentes répétitions.               ND : non donné.
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