République Algerienne Démocratique et Populaire
Ministere de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Université de Saad Dahleb - Blida 01
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie

Département : Biotechnologie

Mémoire présenté pour I’obtention du diplome de master

En Sciences de la nature et de la vie

Spécialité : Biotechnologie Microbienne

Theme

Caractérisation et activité phytostimulatrice de Pseudomonas

fluorescents isolées de la Rhizosphere de palmier dattier.

Réaliser par : Abdou Rayane

Kharroubi Kenza

Soutenue le 17/07/2023 devant le jury:

Mme Ammad. F MCA Présidente
Mme Benoussaid. N MCA Promotrice
Mme Djellout. H MCA Examinatrice

2022 - 2023



En premier lieu, nous remercions ALLAH, le tout puissant de nous avoir données le courage,

la volonté et la santé pour réaliser ce travail.

Nous avons I’honneur de remercier notre promotrice madame AIT SAADI Nacéra, maitrede
conférences (MCA), a I'universit¢ de BLIDA 1, pour son encadrement exceptionnel, ses
orientations, et ses conseils ainsi que pour sa gentillesse, sa disponibilité, son assistance et son

soutien durant notre préparation de ce mémoire.Acceptez madame nos hautes considérations.

Nos vifs remerciements vont aussi aux membres du jury, madame AMMAD Faiza maitre de
conférences (MCA)qui nous a fait I’honneur de présider le jury, et madame DJELLOUT

Hafidamaitre de conférences (MCB)qui a accepté d’examiner ce travail.

Nousremercions également madame Selma, ingénieur de laboratoire de Recherche de
Protection et Valorisation des Ressources Agrobiologiques de I’université Blida 1 de nous avoir

aider a travers ses connaissances, sa patience et son encouragement.
Sans oublier de remercier tous les enseignants de la spécialité de Biotechnologie microbienne.

Enfin, ces remerciements ne seraient pas complets sans associer toutes les personnes ayant

contribué de prés ou de loin a la réalisation de ce travail.



J’Al LE GRAND PLAISIR DE DEDIER CE MODESTE TRAVAIL,

A mes chers parents,

Vos encouragements et vos prieres m’ont toujours soutenue. Je ferai de mon mieux pour rester
un sujet de fierté a vos yeux.

Que ce modeste travail soit I’exaucement de vos vceux.

A mon époux Nour El Islem, pour son soutien sans faille, sa grande indulgence, sa
compréhension et sa contribution dans le partage du stress de la recherche. Je suis heureuse de
partager ce travail avec lui.

Je dédier ce travail a ma trés chere fille : Lina.

A ma sceur Camélia et mon frére Nassim pour leur soutien et leur amour.

A ma belle-famille plus particulierement mes beaux-parents, pour leur soutien permanent et
leurs encouragements continus.

A toute ma famille et mes amis.

Mme Rania



DEDICACE

En premier lieu, louange & ALLAH qui nous a donnée la santé le courage et la volonte

d’accomplir ce modeste travail

Je dédie ce travail @ mes honorables parents, ma mére Fatma et mon pére Mohammed les mots
ne sont pas assez pour remplir votre droit et ne pas exprimé ma reconnaissance et tout I’amour
que je vous porte. J’ai pu terminer ce travail grace a vos pricres, vos sacrifices et vos
encouragements continus tout au long de mes études. Je pris dieu de vous protéger, de

préserver votre santé et de prolonger votre vie.
A mes chéres sceurs, Salsabil et Rofaida qui ne m’ont pas toujours laissée sans leurs pricres.
A mes grands-parents, mes tantes et mes oncles qui m’ont toujours soutenu.

A mon cher bindme Rania pour tous les moments passés ensembles pour ta diligence et

perséverances.

A tous ce qui m’aiment et que j’aime



Résumé :

Les rhizobactéries jouent un réle important dans le maintien du sol, parmi ces bactéries, il y a
celles qui ont montré leur capacité a favoriser la croissance des plantes, elles sont connues sous
le terme Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR), elles agissent positivement sur la
croissance de la plante, en induisant et produisant des régulateurs de croissance végétale, et en
activant les mécanismes de résistance induite chez les végétaux.

Dans notre travail, quatorze souches de Pseudomonas spp. fluorescents isolées de la
rhizosphere de palmier dattier ont été utilisées pour étudier leurs potentialités de produire des
métabolites secondaires ainsi que leurs effets sur la stimulation de la germination sur les
graines d’orge. Nos résultats de caractérisation déterminent que la plupart des souches criblées
ont la capacité de produire de I’acide indole acétique (92,85%), les Siderophores(100%),
I’ammoniac (100%), 'HCN (78,57%), le catalase (100%) et de solubiliser le phosphore
(21,42%). Cependant, ces bactéries ont montré leur capacité a vivre dans des conditions
environnementaux extrémes tels que la salinité (35,21%) jusqu’a 8 % de NaCl, le stress
hydrique(37,71%) a 60%de PEG et thermique (100%) a 41°C. Ces mémes bactéries ont
montré leur capacité a former du biofilm (42,85%). Ces résultats ont servis de sélectionner et
classer les bactéries les plus performantes pour stimuler la germination des graines d’orge.
L’inoculation des semences d’orge par ces bactéries(TB4, KT1, et KF-4(1)s) a montré une
germination importante des tiges (1,84cm, 1,37 cmet 2,76 cm) et des racines (7,78 cm, 4,76 cm,
et 6,32 cm)ainsi qu’un effet significatif sur le taux de germination (95,55 % ,73,33 % et 68,88
%) et I’indice de vigueur (919,19, 449,51, 625,43) par rapport au témoin qui a montré une
absence de la formation de tige et une moyenne des racine de 4,88 cm avec un taux de
germination de 66,66 % et un indice de vigueur de 325,30. Seule la souche TR7 a montré une
moyenne des tiges et des racines (2,45 cm, 6,35 cm) supérieures a celles de témoin (0 cm, 4,88
cm) ainsi que I’indice de vigueur (449,68) mais un taux de germination inférieur au témoin

(51,10 %).

Mots clés :
Rhizobactéries, PGPR, Pseudomonas spp. fluorescents, stress, stimulation de la germination,

Orge.



Abstract:

Rhizobacteria play an important role in maintaining the soil, among these bacteria there are
those that have shown their ability to promote plant growth, they are known as Plant
GrowthPromotingRhizobacteria (PGPR), they act positively on plant growth of the plant, by
inducing and producing plant growth regulators, and by activating the mechanisms of induced

resistance in plants.

In our work, fourteen strains of Pseudomonas spp. Fluorescents isolated from the date palm
rhizosphere were used to study their potential to produce secondary metabolites as well as their
effect on the stimulation of germination on barley seeds. Our characterization results determine
that most strains screened have the ability to produce indole acetic acid (92.85%), siderophores
(100%), ammonia (100%), HCN (78.57%), catalase (100%) and to solubilize phosphorus
(21.42%) as well as they tolerate themselves in extreme environmental conditions such as
salinity (35.21%) at 8% NaCl, water stress (37.71%) at 60% PEG and thermal (100%) at 41°C,
by the formation of the biofilm (42.85%). These results were used to select and classify the
most efficient bacteria to stimulate the germination of barley seeds. The inoculation of barley
seeds by these bacteria (TB4, KT1, et KF-4(1)s) showed significant germination of
stems(1.84cm, 1.37 cm et 2.76 cm)and roots(7.78 cm, 4.76 cm, et 6.32 cm), as well as a
significant effect on the germination rate(95.55 % ,73.33 % et 68.88 %) and the vigor index
(919,19, 449,51, 625,43)(919,19, 449,51, 625,43) compared to the control who showed an
absence of stem formation and average root length of 4,88 cm with a germination rate of 66,66
% and vigor indexof 325,30.

Only the TR7 stain showed an average of stems and roots (2,45 cm, 6,35 cm) higher than those
of the control (0 cm, 4,88 cm) as well as the vigor index (449,68), but a lower germination rate
than the control (51,10 %).

Key words:

Rhizobacteria, PGPR, pseudomonas spp fluorescent, stress, sprouting stimulation, Barley.
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Introduction

Introduction

Les céréales sont les premieres plantes cultivées a étre domestiquées, constituant
I’alimentation de base d’une grande partie de la population du globe. L’orge est ['une des
céréales les plus anciennement cultivées, il occupe la quatrieme place apres le blé, le riz et le
mais. Il joue également un role primordial non seulement en alimentation humaine mais
également comme aliment de bétail en période hivernale lorsque le déficit fourragére est grand
et le prix du fourrage est élevé (Saulnier, 2012 ; Rosemary. K et al., 2008 ; Statista , 2017).

En effet les différents stress abiotiques dont la secheresse, le déficit hydrique,la rigueur, les
gelées et les fortes chaleurs ainsi que biotiques tels que la contamination par les champignons
pathogénes font que les rendements sont irréguliers et souvent faibles(Panaud, 2009 ;
Bensemane, 2015 ; Adjel, 2017). En plus de I’application de grandes quantités d’intrants
chimiques (pesticides et fertilisants), pour atteindre des performances de plus en plus revues a
la hausse et les méfaits néfastes vérifies de ces produits chimiques, actuellement ils sont
considérés comme des principaux polluants de 1’environnement ayant engendré la détérioration
des propriétés biologiques des sols et 1’accumulation de résidus chimiques dans les produits

agricoles récoltables ( Ahmed et al., 2009).

L’inoculation des plantes a intérét économique, essentiellement 1’orge par des rhizobactéries
promotrices de la croissance végétale également nommés PGPR est une approche biologique
efficace et économiquement rentable pour I’augmentation du rendement agricole, ces
rhizobactéries ont 1’aptitude a coloniser les racines et interagir avec eux directement ou

indirectement de facon intense (Mayak et al., 2004 ; Zahir et al., 2009).

Parmi ces rhizobactéries, les Pseudomonas spp. fluorescents qui représentent un intérét
scientifiqgue majeur et qui ont été largement étudiées et experimentées, surtout par rapport a
leurs performances dans la phytostimulation de la croissance de nombreuses plantes (Kloepper
J.W et al,. 1978 ; Latour X. et al,. 1996 ; Benchabane M. 2005 ; S. Gupta et al., 2019 ;
Mosqueda et al.,2019 ; Patel et al., 2019), a leur capacité de colonisation racinaire, leur
participation dans I'amélioration de l'alimentation de la plante, notamment en fer et en
phosphore et la production d’enzyme et de métabolites ainsi que la protection des attaques
phytopathogenes (Jaizme-Vega et al., 2004; SS Vurukonda, et al., 2016; V.
Singh, et al., 2018 ; Lami, 2020).




Introduction

Dans cette optique, notre travail a été orienté dans le but d’étudier 1’activité
phytostimulatrice de quelques souches de Pseudomonas spp.fluorescents isolées de la
rhizosphere de palmier dattier et sa capacité a se développer dans des conditions extrémes telles
que la température élevée, le stress hydrique et la présence dans des milieux a forte salinité, a
travers son métabolisme secondaires impliqués dans la phytostimulation. En plus de la capacité

de ces bactéries a stimuler la germination des céréales ol nous nous sommes appuyées dans

cette étude sur une variété d’orge.
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Chapitre I : Synthése bibliographique

I. Introduction au genre Pseudomonas

Le genre Pseudomonas représente un large groupe de microorganisme tres distinct,
ubiquitaire et hétérogene désigné par les Pseudomonads, ils sont écologiquement importants sur
la terre. Depuis sa premiére description par Migula en 1894, de nombreuses especes de ce
genre bactérien ont été retrouvées en populations adaptées aux principaux écosystemes naturels
terrestres et aquatiques, cette large distribution suggere un degré d’adaptabilité physiologique et
génétique remarquable (Spires et al.,2000 ; Singh, 2016 ; Zhang et al.,2020 ; Zhuang et
al.,2021)(Figure 1).

Aujourd’hui le genre Pseudomonas inclut de nombreuses especes qui sont largement
utilisées dans de nombreux secteurs industriels tels que 1’alimentation, la pharmacie et
1I’écologie (Scales, 2014 ; Singh et al., 2021).

Selon Bossis et al., (2000), le genre contient :

l. Des Pseudomonas spp. non fluorescents, tels que P. stutzeri, P. mendocina, P.

alcaligenes et P. Pseudoalcaligenes.

I. Des Pseudomonas spp. Fluorescentsphytopathogénesnécrogéniques  sans

cytochrome oxydase tels que P. syringae et P. viridiflava.

M. Des Pseudomonas fluorescentsphytopathogénes a cytochrome oxydase C552

positive a 1’exemple de P. cichorii, P. marginaliset P. tolaasii(Young et al.,
1992)et des agents non phytopathogénes et non nécrogéniques, a I’exemple de P.
fluorescens, P. putida, P. chlororaphis et I’espéce type P.
aeruginosa(Benchaaben ,2005 ; Kahli, 2021).
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Figure 01 : Relations phylogénétiques des protéobactéries, contenant les genres bactériens
actuellement ou anciennement (en gras) associés aux Pseudomonas(Kersters et al., 1996 ;
Bossis et al., 2000 ; Kahli, 2021).

I.1.Pseudomonas spp. fluorescents non phyto pathogenes

Les Pseudomonas spp. fluorescents sont des habitants typiques des sols agricoles,
essentiellement non pathogénes en s’impliquant dans de nombreuses interactions avec les
plantes d’une part et les microorganismes d’autre part, notamment au niveau des rhizospheres
(Schroth et al., 1992 ; Lemanceau,1992 ; S. Karthika et al., 2020). Ces bactéries sont
considérées comme PGPR favorisant la croissance des plantes en suivent différents
mécanismes directs et/ou indirects. Ces rhizobactéries peuvent contribuer dans la lutte
biologique contre les agents phytopathogénes et dans la biofertilisation des sols dans les
pratiques de 1’agriculture durable (faessel et al., 2015 ;llangumara, 2017 ; Poveda et al.,
2022).
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1.1.1. Classification

Pseudomonas stricto sensu appartient au phylum des Protéobactéries, a la classe des
Gamma protéobactéries, 1’ordre des Pseudomonadales, la famille desPseudomonadaceae, le
genre des Pseudomonas, et 1’espéce du groupe fluorecens(Tournus, 2016 ; R. Singh et al.,
2021 ; Kahli, 2021).

En 1984, Palleroni subdivise le genre Pseudomonas en 5 groupes (I a V) (tableau 01) sur la
base de I’hybridation ADN-ARN et le catalogage de I’ARN ribosomique afin d’aboutir a de
profonds remaniement créant de nouvelles espéces et de nouveaux genres. Puis les espéces des
groupes II a V sont transférées dans d’autres genres. Le genre Pseudomonas est alors restreint
aux especes du groupe ARN de type I, qui fait partie de la sous-classe y des Proteobactéries qui
regroupe toutes les especes ayant la capacité de produire de la pyoverdine fluorescente
(Eyquem et al., 2000 ; Anza et al., 2014 ; Palleroni N, 2010; schalk, 2008 ;Chu et al.,2019 ;
Sunder et al., 2021). (figure 02).

Tableau 01 : Classification des Pseudomonaceae selon Palleroni et Doudoroff(Brenner et al.,
Palleroni, 2010).

Groupe d’ARN Genres
Groupe | Pseudomonas sensustricto
Groupe 11 Burkholderia, Pandoraea, Ralstonia
Groupe 11 Acidovorax, Comamonas, Delftia
Groupe IV Brevundimonas
Groupe V Stenotrophomonas

P. fluorescens a été subdivisé en sept biotypes qui ont été par la suite regroupés en cing
biovars (I a V), deux biotypes ayant évolué en P. chlororaphis et P. aureofaciens, pour ensuite
étre fondus dans une méme espece (P. chlororaphis) (Palleroni, 1984;Stanier et al.,1966 ; R.
Singh et al., 2021).
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Figure 02 :les Pseudomonadales et leurs autres especes classées représentant différents
groupes sur la base de plusieurs RFLP enzymatiques (Sah et al., 2021).
1.1.2. Caractéristiques bactériologiques :

Les bactéries du genre Pseudomonas sont des bacilles a gram négatif, droits ou légérement
incurvés de dimensions de 1,5 - 4,0 um x 0,5 — 1,0 pm munis d’un ou plusieurs flagelles
polaires (Palleroni, 1984 ; R. Sah et al., 2021). Ces bactéries sont chimio-organotrophes, non
sporulées, aérobie strict, certaines souches ont une respiration anaérobie avec le nitrate comme
accepteur final d’électrons et/ou I’arginine et ne peuvent croitre a Phinférieur a 4,5. La plupart
des Pseudmonasspp. fluorescents se cultivent entre 28°C a 30°C et se caractérisent par une
croissance lente a 4°C. Les membres de ce groupe se caractérisent par leur aptitude a
synthétiser, en situation de carence en fer, des siderophores présentant un groupe
chromatophore jaune — vert fluorescent sous rayonnement ultraviolet (UV- 230 nm) (Eyquem
et al., 2000 ; Palleroni, 1984 ; Kahli, 2021 ; N. Didwania et al., 2020 ; J. Poveda et al.,
2022).
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Selon Holloway et Morgan (1986), la taille du chromosome de P. fluorescens est de 4107
kb avec un pourcentage de G/C de 59 a 63 %. Rainey et Bailey (1996) ont rapporté une taille
de 6630 kb pour le chromosome de P. fluorescens(Benchaaben, 2005).

1.1.3. Habitat

Les Pseudomonas spp.fluorescentssont des rhizobactéries omniprésents dans de nombreux
habitats de 1’écosysteme ont des exigences nutritives trés modestes. Elles survivent et se
multiplient dans des environnements humides. Ceux sont des bactéries ubiquitaires présentes
dans I’eau, le sol, les végétaux et les tissus biologiques. Elles ont une capacité a s’installer dans
des niches différentes (Fenandez, 2015 ; Kahli, 2021). Les bactéries du genre Pseudomonas
sont principalement retrouvées dans 1’environnement mais aussi en milieu hospitalier, en tant
que contaminants des eaux et des solutions antiseptiques dont 1’origine n’est pas connue

(Freney et al., 2007; Kahli, 2021).

1.1.4. Importance des Pseudomonas spp.fluorescents non phytopathogénes :
Psedomonasspp. Fluorescentsnommées PGPR (plant growthpromotingrhizobacteria) ou
Rhizobactéries (Baranski et al., 2007 ; Wu et al., 2020) peuvent stimuler la croissance des
plantes ainsi que sa protection contre des microorganismes pathogenes, ce qui favorise une
augmentation significative du rendement de la culture concernée (Lemanceau, 1992 ; Bolwerk
et al., 2003 ; Bakker et al., 2007; Weller, 2007 ; Baranski et al., 2007 ; Wu et al., 2020; N.
Didwania et al., 2020 ; Poveda et al., 2022). Son utilisation comme biofertilisant également
appelébiostimulant ou phytostimulantpermet la limitation de ’utilisation des intrants chimiques

(Faessel et al., 2015 ; Benoussaid, 2018).

Ces rhizobactéries améliorent le développent des racines via la production de certaines
phytohormones, enzymes et métabolites. De nombreux travaux ont montré que ces
rhizobactéries interviennent aussi dans le bio contrdle de la plante par la diminution des effets
déléteres des phytopathogenes en synthétisant des antibiotiques spécifiques (flsher et al.,
2009). Ainsi I’importance qu’elles peuvent jouer dans les tolérances face aux stress
environnementauxet leurs capacités a augmenter la biomasse et la croissance racinaire
(Arzanech et al., 2011).

Les effets bénéfiques des Pseudomonas spp. fluorescents sur la plante s’opérent a travers
des actions directes avec des modifications du métabolisme et des fonctions physiologiques des

plantes et indirectes avec des modificationsdeséquilibres microbiens de la rhizosphere. Toutes
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ces actions peuvent se combiner pour s’assurer que la croissance des cultures est stimulée et

que les agents pathogenes sont protégés (Reddy et Rahe, 1989 ; S. Singh et al., 2021).

Phosphate
ISR solubilization
Siderophore
dCeIl :?" Disease Pseudomonas Plant Growth production
cEoing management Sp.
enzymes
NH;
Antibiotics production

Figure03: Roéle contributif de Pseudomonas fluorescents a la fois dans la régulation de la
croissance des plantes et dans le contréle phytopathogenes par divers mécanisme (R. Singh et
al., 2021).

1.1.5. Mécanismes d’action

Les mécanismes d’action des PGPR sont regroupés en mécanismes directs et indirects. Les
mécanismes indirects se produisenten dehors de la plante comprennent la production
d’antibiotiques contre des bactéries pathogénes, la réduction de fer disponible pour les
phytopathogénes présents dans la rhizosphére, la synthése d’enzymes degradant les parois
cellulaires fongiques et la compétition avec les microorganismes déléteres pour les niches sur la
plante (Scher et Baker,1982; Thomashow et al., 1990 ; Meyer, 2000 ; Wang et al., 2020).

Cependant, les mécanismes directs interagissent avec la plante et affectent directement son
métabolisme. Ces mécanismes consistent en 1’amélioration du développement des systemes
racinaires, I’augmentation de la capacité d’absorption de 1’eau et des €léments nutritifs, la
séquestration du fer pour les plantes par les sidérophores,laproduction de phytohormones,
solubilisation de phosphore et l’induction des mécanismes de résistance aux maladies

(Siddiqui, 2003 ; Boukerma, 2012 ; Kahli, 2021).




Chapitre I : Synthése bibliographique

1.1.5.1.InteractionPseudomonas fluorescent-plante

L'association de Pseudomonas avec des plantes cultivées procure plusieurs mécanismes
de rétroaction sécrétoires et électroniques afin de réguler la croissance des plantes et lesac
tivités de contréle des phytopathogénes par la sécrétion de plusieurs phytohormones,de m
étabolites secondaires et des enzymes. La premicére étape de cette interaction est ’initiation de
la formation de biofilm sur la racine de la plante pour une colonisation efficace, régie par
plusieurs mécanismes et molécules de surface (Pattnaik et al., 2019 ; R. Singh et al.,
2021).(figure 04).

‘ﬁ)"¥“p/’ Gl T < ‘-:O = \‘/\_,

Impact surla ‘

croissance et la
santé du végétal

Bénéfice pour

Libération
d'exsudats
racinaires

Colt pour la

plante
la plante
: - Bénéfice pour
°°;’§£12,”i;':'5 TR les bactéries

Sélection de populations
microbienn:s spécifiques
-

. e oo il

Figure04: Boucle de rétroaction représentant 1’interaction bénéfique plante-rhizobactéries
(Vancheron, 2015 modéfié de Lemaceau et al., 2014).
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1.1.5.2. Interaction Pseudomonas fluorescent-pathogéne

Une alimentation saine et le besoin urgent d'une agriculture durable en raison de la
résistance émergente des ravageurs a différents pesticides chimiques ont conduit a rechercher
de nouvelles solutions basées sur des micro-organismes bénéfiques a utiliser dans la lutte
intégrée contre les ravageurs. Parmi un large éventail de micro-organismes étudiés, trois des
mécanismes sous-jacents de biocontréle comprennent la compétition avec les pathogenes,
I'inhibition directe des pathogenes par I'antibiose et I'induction de résistance chez la plante hote
(Swain et Mukherj, 2020 ; Tamara Janakiev, 2021 ; J. Poveda et al., 2022).

1.1.6. Les effets bénéfiques des Pseudomonas spp.fluorescents

Les effets bénéfiques des PGPR impliquent la stimulation des processus clés de plant
esqui peuvent favoriser la croissance et le développement des plantes (llangumara, 2017 ;
Poveda et al., 2022).Pseudomonasfluorescents peuvent avoir un impact direct sur la plante
hote en produisant différentes substances pourla stimulation de croissance des plantes et la
protection des plantes contre les maladies d’origine tellurique par la synthése des composés
antagonistes qui sont capables de limiter la prolifération des agents pathogénes ainsi certaines
souches de Pseudomonas stimulent la germination des graines, et d’autres, influencent
positivement les interactions entre les microorganismes symbiotiques (Rhizobium,
Bradyrhizobium; champignons mycorhiziens) et la plante hoéte (Lemanceau,1992 ; S.
Karthika et al., 2020).

1.1.6.1. Les effets directs
1.1.6.1.1. La stimulation de la croissance des plantes

Les souches de Pseudomonaspossedent diverses propriétés pour soutenir le développement
des plantes dans des environnements
difficilesLes régulateurs de croissance des plantes (PGR) sont des messagers
chimiotactiques,
(phytohormones,enzymesetvitamines).qui contrblent activement les facteurs de stress en
vironnementaux par des associations positives (synergie) ou négatives
(antagonistes) ( Frankenberger et Arshad,1991 ; Rodelasetal.,1993 ; Gamez et al., 2019 ;
R. Singh et al., 2021). Ces substances se traduisent par des gains au niveau de la germination
et du levé, du fonctionnement et de la croissance du systeme racinaire et du bilan global en
nutrition hydrominéral de la plante (Lemanceau, 1992; Digat, 1994 ; R. Sah et al., 2021).

11
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1.1.6.1.2. Stimulation de la germination

Parmi les effets bénéfiques des PGPR sur les plantes figure la stimulation de la germination
des graines et du développement végétal ainsi que 1’amélioration de I’obtention des éléments
minéraux et ['utilisation de I’eau. Ces effets se traduisent généralement par une
phytostimulation. Certaines souches bactériennes de Pseudomonas spp. fluorescents, semblent
améliorer la germination des graines dans I’environnement hostile (Lemanceau
,1992 ;Jacouetal., 1999 ; Dobbelaereetal., 2002 ; Khalid et al.,2004 ; MF. Mekureyaw et
al., 2021; R. Singh et al., 2021). En effet, ces bactéries colonisent efficacement la
spermosphere et assurent une bioprotection des semences vis-a-vis des rhizobactéries déléteres
(DRB) avant et pendant leur germination (Digat, 1994 ; Kumar et al., 2016 ; S. Karthika et
al., 2020). Des souches distinctes de Pseudomonas fluorescents agissent comme inoculants des

semences, ce qui améliore le rendement (Yan et al., 2008 ; Costa-Gutierrez et al., 2020).

1.1.6.2. Les effets indirects
1.1.6.2.1. La compétition

Les interactions microbiennes sont conditionnées par la nature et l’intensité de la
compétition entre microorganismes pour le fer et/ou les nutriments. Ces microorganismes
peuvent agir comme des BCA par la production de métabolites secondaires, la production
d’enzymes lytiques ou I’induction de défenses végétales (Alabouvette, 1983 ; Verma et al.,
2019). Les Pseudomonas fluorescents antagonistes participent a ces 2 types de compétition.
Méme si le role de la compétition pour I’espace ne peut étre complétement exclu, I’essentiel
des travaux relatifs a la compétition, instaurée par les Pseudomonas fluorescents, porte sur la
compétition trophique et, en particulier, sur la compétition pour le fer (Lemanceau ,1992 ;
MSS. Noori et al., 2012 ; F. Assefa et al., 2020).

1.1.6.2.2. Modification des equilibres microbiens

La modification du microbiote des plantes et du sol est essentielle pour stimuler les relations
symbiotiques bénéfiques en agriculture. Les Pseudomonas spp. fluorescents sont considerés
comme agents potentiels de biocontréle des maladies d’origine tellurique et plusieures études
ont montré leur efficacité sous forme d’inoculums bactériens. Le contrdle des champignons
telluriques est du a la compétition des nutriments, et a I’antibiose (Lemanceau, 1992 ; MSS.
Noori et al., 2012 ; Thomashow et Welle., 1988; Haas et al., 1991; Cook et al., 1995;

12
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Schippers et al., 1995 ; Moulin et al., 1996 ; J. Poveda et al., 2022 ; N. Gupta etal., 2020).
Ainsi, cesrhizobactéries induisent également des hormones favorisant la croissance dans la
culture et améliorant la qualité (Weller et Cook, 1986 ; Lemanceau et Alabouvette, 1991 ; N.
Didwania et al., 2020).

1.1.6.2.3. La résistance systemique induite

La résistance systémique induite (ISR) est définie comme un regne physiologique de cap
acitédéfensive multipliée évoquée en réponse a un stimulus environnemental spécifique.
Les PGPR tels que Pseudomonasspp.fluorescents induisent une résistance
systémique dans de nombreuses plantes contre divers facteurs de stress environnementaux
(G. Innerebner, 2001 ; F. Assefa et al., 2020). Lorsque des agents pathogenes les envahissent,
le dispositif vasculaire génére des signaux et active des mécanismes de protection, activant ainsi
de nombreux enzymes de defense, et certains agents inhibiteurs de la protéase.L'ISR n'est pas
spécifique a un pathogéne précis mais aide la plante a gérer de nombreuses maladies en
impliguant la signalisation de I'normone éthylene dans la plante et aide a induire les réponses de
protection d'une plante héte contre les agents pathogenes. (F. Assefa et al., 2020 ; R. Sah et al.,
2021).

1.1.7. Métabolismes secondaires des Pseudomonas fluorescents et le quorum sensing

Les métabolites secondaires sont des substances produites naturellement, provenant des

voies latérales du métabolisme primaire qui n'ont pas d'importance en tant que sources
d'énergie ou en tant que substance de réserve (Budzikiewicz, 1993; O. Perruchon, 2021).
Les Pseudomonas fluorescents sont des PGPR possédant la capacité a supprimer une grande
variété de phytopathogenes. Ces bactéries de la rhizosphére ont développé la capacité de
biosynthétiser plusieurs métabolites secondaires (antibiotiques, sidérophores, phytohormones)
qui leur offrent un avantage sélectif sur les autres microbes rhizosphériques. Le besoin est
d'exploiter les Pseudomonades fluorescentes afin dutiliser leur gamme de métabolites
secondaires dans le contrdle des phytopathogenes (Weller, 2007;Verma et al., 2019Mishra et
Arora,2017 ; R. Sah et al ., 2021).(figure 05).

Le QS est un mécanisme de communication entre les cellules, il est utilisé par de
nombreuses bactéries afin de surveiller leur densité de population et pour réguler I’expression
des genes (Miller et Bassler, 2001 ; Kelle et Surette, 2006; Jenul et Horswill, 2019)ainsi, les
Pseudomonas fluorescents, par leur activité phyostimulatrice, forment des microcolonies qui

constituent un biofilm sur les sites préferés des exsudats racinaires. Ces microcolonies

13
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communiquent les unes avec les autres selon le processus biologique « quorum sensing »

(Chodhary et Johri, 2009 ; S. Karthika et al ., 2020).

-
. -
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Figure05:Représentationschématique des métabolites secondaires produits par les
Pseudomonas fluorescents dans la rhizosphére impliqués dans le biocontrole des

phytopathogenes (MichraatArora, 2017).

1.1.7.1. Solubilisation du phosphate

Le phosphore (P) est un élément largement distribué dans la nature. Il est considéré, avec
1‘azote (N) et le potassium (K), comme un constituant fondamental de la vie des plantes et des
animaux (Qureshi et al., 2012; Goudaa et al., 2018; Bhattacharjya et al., 2019). Le
phosphore peut exister dans les sols sous forme organique (Po) et inorganique (Pi). Cependant,

une grande partie (environ 95 a 99 %) est présente sous forme de phosphate insoluble qui ne
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peut étre utilisé par les plantes (Firew et al.,2016 ; Matos et al., 2017 ;Pallavi
,2018). Les plantes
absorbent le phosphate exclusivement sous forme de particules monobasiques
(H2PO4) et dibasiques (HPO4?). Plusieurs micro-organismes agissent comme agents
solubilisant du phosphate et convertissent le phosphore insoluble (PO4%) en forme soluble
HPO4 2 et H2PO4 % par la production des acides, les réactions d’échange, 1’acidification, la

chélation et la formation de substances polymeéres (Pandey et al., 2018 ; Suleman et al.,2018).
1.1.7.2. La production des sidérophores

Le fer est un élément de croissance essentiel pour tous les organismes vivants, mais il est
indisponible dans le sol pour les plantes. Les microorganismes ont donc développé des
systéemes d’acquisition de fer spécifiques et performants pour assurer leur survie par la
sécrétion de sidérophores (Renshaw et al, 2002 ; Fresenborg et al.,2020). Le mot sidérophore,
en grec, signifie sidéros: fer et phore: porteur. Sont des molécules de faible poids moléculaire
(<10 kD), produites par les bactéries et les champignons, avec une forte affinité pour chélater,
solubiliser et extraire le fer ferrique. Elles sont synthétisées et sécrétées par beaucoup de micro-

organismes en réponse aux carences de fer (Renshaw et al., 2002; Trapet et al 2016).
1.1.7.3. La production de I’acide indol-3-acétique

L’acide indole-3-acétique (AIA) est considéré comme auxine native synthétisée par de
nombreuses PGPR.II existe au moins cing voies de biosynthéses pour la synthése de I’AIA , qui
utilisent principalement le tryptophane (Trp) comme précurseur (Duca et al., 2014; Tabassum
etal., 2017; David et al., 2018).

D’aprés Ahemad et Kibret, (2014); Kaur et al .,(2016); Tabassum et al.,(2017), I’AIA :
» Affecte la division cellulaire, I’extension et la différenciation.
« Stimule la germination des graines des semences et des tubercules.
» Augmente le taux de xyléme et le développement des racines.
« Controle les processus de croissance veégeétative.

« Stimule la formation des racines latérales et adventives, ce qui augmente considérablement la

surface d’absorption des racines.
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Intervient dans les tropismes en réponse a la gravité (gravitropisme) ou a la

lumiere(Phototropisme).
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I1.Généralité sur I’orge

Les céréales sont la base historique du régime méditerranéen et dominent encore
aujourd'hui Il'agriculture et la production de produits algériens ainsi que la consommation

alimentaire a domicile (Zairi, 2016).

L'orge (Hordeum vulgare L.) a été lI'une despremiérescéréales domestiquées etreprésente
55 a 6 % delaproductionmondialedecéréaleset 11,5 a 12 %
delaproductiondecéréalessecondaires. Danslesmilieuxdifficiles caractérisés pardefortes
contraintes abiotiques, I'augmentation delaproductionde cette
especepassebiensdrpardesaméliorationsdesvoiestechniques, maissurtoutpardesaméliorations
variétales (Paletal., 2012 ; Kumaretal., 2013 ; Kumaret al., 2014 ; Adjel, 2017 ; Karkour,
2021).

I1.1. L’origine de I’orge

L'orge est originaire du Croissant Fertile, une région qui comprend la vallée du Jourdain et
les zones adjacentes de la Palestine, de la Jordanie et de I'lrak, a l'ouest de I'lran. Elle
provient de l'orge sauvage et est considérée comme la plus ancienne orge restante. (Feldman,
1976 ; Zairi, 2016).

Les espéces appartenant au genre Hordeum se développent dans divers habitats naturels,
avec des especes pérennes se trouvant dans des milieux humides et des especes annuelles
s'adaptant a des environnements divers et variables. Certaines espéces ont également montré
une adaptation aux conditions extrémes de salinité, de sécheresse, de froid et de hautes
températures (Bothmer et al.,2003 ; Adjel, 2017 ; Karkour, 2021)(Figure 06).
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FigureQ6 : le croissant fertile (Zairi, 2016).

11.2. Taxonomie de I’orge

L'orge est une monocotylédone, appartenant au regne des plantea, a la sous regne des
Tracheobionta, a la super-division des spermaphyta, la classe des liliopsida, la sous classe des
commelinidea, a ’ordre des cyperales, a la famille des poaceae, au genre des hordeum. On

distingue deux sous especes selon que 1’épi porte deux ou six rangées de grains.

L’orge a deux rangs:H. vulgaressp. distichum chaque nceud du rachis compte trois épillets
dont un seul est fertile et produit une graine. (FigureQ7)

L’orge a six rangs: H. vulgaressp. hexastichum, les trois épillets de chaque nceud contiennent
des fleurs fertiles, ce qui donne naissance a trois rangees de graines de chaque c6té du rachis
(Mazoyer et al., 2002 ; Saisho et Purugganan,2007 ; Bensseman, 2015 ; Erroux, 1956
;Karkour, 2021).
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Figure07: Epis d'orges a deux et a six rangs (Esteves, 2014).

Quant a Soltner (2005), classe les orges selon leur milieu de culture en trois groupes qui
sont:
Les orges d'hiver : long cycle de développement et besoin de température vernalisante pour
assurer leur montaison.
Les orges de printemps : cycle de développement court et n'ont pas besoin de vernalisation

pour assurer leur montaison.
Les orges alternatives : sont intermédiaires entre les orges d’hiver et celles de printemps

L’orge peut étre classée en quatre (04) catégories dénommées A, B, C, D selon le type de grain
a partir de deux caractéristiques de grains :
e Denticulation des nervures dorsales et la glumelle inférieure,

e Longueur des poils de la baguette (Moule, 1980 ; Karkour, 2021).

11.3. Importance et production de ’orge

L'orge (H. vulgare) est une céréale trés répandue a travers le monde, étant la deuxieme en
importance apres le blé dur et quatrieme plus produite apres le mais, le blé tendre et le riz et
devantlesorgho, I'avoine etleseigle. Laproductionmondiale d'orge est d'environ 135
millionsdetonnespour une superficie plantée deprésde 57 millions d'hectares. En Algérie,
laculturede I'orge est localisée surleshauts plateaux dusud,
enborduredelazoneréservéealaculturedublédur, relativementplusexigeante. Les superficies

réservéesa cette espece sont relativementconstantesetdépassentlemillion d'hectares. Quant aux

19




Chapitre I : Synthése bibliographique

quantités récoltées, elles restenttrésvariables, suite aux effetsdes contraintes agroclimatiques,
notammentleseffetsdustressdefindecycle(Benmahammed, 2004 ; Benbelkacem, 2013).Cette
culture joue un role important dans 1’équilibre de I’économie algérienne, elle est susceptible de
contribuer a I’accroissement de la production fourragere. Pourlaproduction d'orge
danslespaysdu Maghreb, I'Algérie se classe ladeuxiémeaprésle Maroc (Adjel, 2017 ;
Karkour, 2021).

L’orge est une espece trés adaptée aux systemes de cultures pratiquées dans les zones
seches. Cette adaptation est liée a un cycle de développement plus court et a un meilleur taux
de croissance en début de cycle. La culture de l'orge s'integre bien dans des milieux
caractérisés par une grande variabilité climatique ou, avec I'élevage ovin, elle constitue
I'essentiel de I'activité agricole(Hakimi, 1989 ; Ceccarellietal., 1998 ; Ait Abdallah et al.,
2010 ;Karkour, 2021).

I1.4. Utilisation de I’orge
11.4.1. Alimentation humaine

Dans certaines régions la farine de 1’orge est généralement mélangée a celle du blé et
d’autres céréales pour la fabrication de galettes et de pain. Ainsi 1’orge trouve une utilisation
dans I’alimentation des bébés, en industrie alimentaire comme adoucissant, adjuvant et surtout

comme boissons alcoolisées (Bothmer et al., 2003 ; Karkour, 2021).
11.4.2. Alimentation animale

L’orge est utilisée en alimentation du bétail, pour le maltage (notamment en brasseri). Le
grain de I’orge destinée a 1’alimentation animale est concassé ou aplati pour en améliorer la
digestibilité. Cette espéce est utilisée sous forme de grain, de paille et méme les chaumes et

résidus laissés sur champs sont paturés (Abbas et Abdelguerfi, 2008 ; Karkour 2021).
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Notre travail qui porte sur caractérisationd’une collection de souches bactériennes de
Pseudomonas spp. fluorescents isolés de la rhizosphére de palmier dattier et d’étudier leur
activité phytostimulatrice sur les graines de ’orge a ét¢ mené au niveau du laboratoire de
Recherche de Protection et Valorisation des Ressources Agrobiologiques de I’université Blida
1 sur une période allant de février 2023 jusqu’a juin 2023.Notre travail a été réalisé en passant

par plusieurs étapes dont les plus importantes sont :

» Purification des souches de Pseudomonas spp.fluorescentes.
» Caractérisation des souches par la production de métabolites secondaires impliqués dans
I’activité phytostimulatrice.

» Etude de I’activité phytostimulatrice par les essais de la stimulation de la germination.
Matériel et méthodes
I. Matériel
I. 1- Matériel non biologique

Le matériel non biologique représenté par la verrerie, I’appareillage et les milieux de culture

est consigné en annexe 01.
I. 2 - Matériel biologique
I. 2 - 1- Souches bactériennes

Quatorze souches bactériennes de Pseudomonas spp.fluorescents ont été utilisées dans notre
travail. Ces souches ont été isolées en mars 2022 de la rhizosphére du palmier dattier des
régions de Kenadsa et Taghit situées respectivement a 22 km et 93 km, de la wilaya de Béchar
(tableau 02).

Tableau 02 : Caracteéristiques des souches des Pseudomonas fluorescents.

Origine Cultivar Code Age/An
Hmira KH 20
Tinoser KT 20
Kenadsa
Feggous KF 19
Hamriya KH 35
Taghit Biskra TB 20
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Chirka TC 20
Ras El Hmar TR 25
Feggous TF 10

l. 2 - 2 - Matériel végétal

Pour évaluer I’effet phyto stimulateur des souches de Pseudomonas, on a utilisé les graines de

I’orge de la variété Saida, Catégorie: R2.

Méthodes
I1. 1. Purification des souches

La pureté des isolats bactériens de Pseudomonas spp. fluorescents a été vérifiée sur milieu
King B (King et al ,1954). En réalisant plusicurs repiquages successifs jusqu’a I’obtention des

souches pures.
I1. 2. Test de fluorescence

La production de pigment fluorescent diffusible a été recherchée sur milieu King B
ensemencé avec des cultures jeunes apres 24 heures d’incubation a 26 c°. Le pigment

fluorescent a été révélé sous lampe UV (350 — 400 nm).
I1.3.Caractérisation in vitro des souches bactériennes
11.3.1. Production de métabolitesimpliqués dans la phytostimulation

Afin de caractériser plusieurs souchesde Pseudomonas spp fluorescents, diverses
expériences ont été menées pour connaitreles métabolites secondaires produites par ses souches
bactériennes pour contribuera la phytostimulation. En plus d’étudier sa capacité de résister a

divers stress environnementaux abiotiques.
I1.3.1.1. Production d’acide indole acétique (AIA)

La mise en évidence de la protection de I'AlA est effectuée selon la méthode colorimétrique
décrite par Brick et al, (1991) en utilisant le réactif Salkowski. Une colonie bactérienne agée

de 24 heures est étalée sur une gélose Luria-Bertani riche en tryptophane et recouverte de
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papier Whatman n° 1 et incubé a 28°C pendant 48heures. Aprés incubation, le papier est
récupéré puis traité avec le réactif de Salkowski (2% de FeCle3 a 0.5 M dans 35% d'acide
perchlorique). Apres 10 a 30 min, I'AlA et /ou ses analogues apparaissent comme un halo rose
a rouge ou marron respectivement autour des colonies. Pour les souches produisant d'autres

types d'indole, la couleur est jaune a brin jaunatre (Naik et Sakthivel, 2006).
11.3.1.2. Production d’HCN

Toutes les souches bactériennes ont été criblées pour la fabrication de cyanure d’hydrogeéne
en suivant la technique de Bakker et Schippers (1987). Une culture jeune de 24 heures a été
ensemencée sur un milieu TSA (Tryptone Soya Agar) supplémenté de 4,4 g/l de glycine. Un
papier Whatman n°l imbibé d’une solution de 2% de carbonate de sodium et 5% d’acide
picrique a été placé a I’intérieur du couvercle de la boite de Pétri et scellé ensuite par le para
film. Aprés 4 jours d’incubation a 28°C, la coloration jaune a orange du papier indique la

production d’HCN.
11.3.1.3. Production du siderophores

Afin d'examiner les souches bactériennes pour la fabrication de Siderophores, la méthode
Suryakala et al (2004) a été suivie. Un bouillon King B inoculé par 1 ml de la suspension
bactérienne a été placé dans un agitateur incubateur pendant une période de 72 heures. Apres
incubation, le bouillon a été mis en rotation a 10 000 rpm pendant 10 min dans une
centrifugeuse pour séparer le surnagent. Ce dernier a été placé dans un tube a essai, ou un
volume égal de 2% de solution aqueuse de chlorure ferrique a été ajouté. Si la couleur vire a

I’orange ou rouge-brun, cela signifie que les Siderophores sont fabriqués par ces souches

11.3.1.4. Production de ’ammoniac

La production d’ammoniac NH3 par les souches a été testée sur bouillon nitraté. Ce test
consiste a inoculer 100 pl d’une suspension bactérienne dgée de 24 heures dans 100 ml de
bouillon. Apres incubation a 26°C. Une goutte de réactif de Nessler est ajoutée dans chaque

tube. L’apparition d’une couleur jaune ou rouge indique la production de NHas.
11.3.1.5. Solubilisation du phosphate

La capacité des souches a solubiliser le phosphore a été testée sur le milieu de culture
Pikovaskaya solide additionné de bleu de bromophénol(Pikovaskaya, 1948), contenant du

phosphate tricalcique comme seule source de phosphore. Des colonies bactériennes fraiches
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(24heures) ont été prélevées avec une anse et repiquées au milieu de la boite de pétri contenant
le milieu PVK. Aprés 96heures d'incubation a 28°C, la solubilisation du phosphate a été mise

en évidence par la décoloration du milieu autour des colonies.
» Calcul de I’indice de solubilité (SI) :
L’indice de solubilité est calculé en suivant I’équation suivante :

SI = diameétre de la colonie + diameétre de la zone claire

dimetre de la colonie

11.3.1.6. Test catalase

La méthode pour tester les souches productrices de catalase consiste a mettre quelques
gouttes d’H,O sur une culture jeune de 24 heures poseée sur une lame en verre propre.

L’apparition des bulles d’air confirme que les bactéries sont a catalase positif (Lévy et al,

1992)
11.3.2. Résistances des souches aux différents stress abiotiques
11.3.2.1. Production du biofilm

Selon Freeman et al, (1989), la méthode de culture sur milieu rouge Congo est sensible,
rapide, elle permet d’avoir des colonies viables sur le milieu et elle est trés convenable pour la

détection des souches productrices de slime.

Cette technique consiste a utiliser un milieu solide fabriqué a partir de bouillon cceur
cervelle (BHIB) qui a eté melangé avec du Rouge Congo et 5% de saccharose. Sur le milieu
RCA, le colorant Rouge Congo réagit directement avec certains polysaccharides bactériens

pour créer un slime et produire des colonies noires.

Apres 24 heures d'incubation a 37 degres, le milieu est fermement strié avec une boucle de
platine provenant de cultures de 24 heures sur King B. Un résultat positif a été indiqué par des
colonies noires avec une consistance cristalline seche. Les souches non productrices de slime
généralement restent rouges. Les souches de phénotype variable donnent des colonies rouges a
centre noir ou des colonies noires a centre rouge. Elles ont été considérées comme des souches

productrices de Slime (Touati et al, 2007).
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11.3.2.2. Résistance des souches au chlorure de sodium (NaCl) et aux antibiotiques
11.3.2.2.1. Résistance a la salinité

Le milieu GN (gélose nutritive) additionné a différentes concentrations de NaCl (de 0 a 8%)
a été utilisé afin de tester la tolérance des souches au chlorure de sodium(NaCl). Des colonies
bactériennes de 24 heures ont été ensemencées sur le milieu et incubées a 27°C. La croissance

bactérienne est observée apres 3 a 5 jours d'incubation. (Benchabane, 2005).
11.3.2.2.2. Résistance aux antibiotiques

L'antibiogramme est une technique de laboratoire qui détermine la sensibilité d’une bactérie
a I'égard des antibiotiques. Cette technique se fait par étalement sur gélose en utilisant plusieurs
disques d’antibiotiques en méme temps pour voir si la souche est résistante, modérée ou

sensible aux antibiotiques (Haneche et al., 2019).

Des suspensions bactériennes bien homogénéisées contenant des souches pures de 24 heures
ont été utilisées. Ces dernieres sont ensemencées sur milieu MH en stries serrées a 1’aide d’un
¢couvillon stérile qui a été bien déchargé dans de 1’eau physiologique stérile puis essoré en le
pressant fermement et en le tournant contre la paroi interne du tube, afin de le décharger au
maximum. Le processus d’ensemencement est répété 2 fois, en tournant la boite de 60° a
chaque fois, et en pivotant I'écouvillon sur lui-méme. Enfin d’un passage de 1’écouvillon sur la

périphérie de la gélose.

Trois disques d’antibiotiques différents (Acide Nalidixique, Spectinomycine, Rifampicine)
ont été placés dans la boite de Pétri en prenant soin de ne pas déplacer le disque aprés 1’avoir
placé, ensuite les boites d’antibiogramme sont incubées a 27°C pendant 24 heures et les
résultats sont lus en mesurant les diametres des zones d’inhibition a 1’aide d’un pied a coulisse

ou une regle.
11.3.2.3. Effet du stress thermique et hydrique sur la croissance des souches
11.3.2.3.1. Stress thermique

Le test a été réalisé sur milieu King B en fioles de 50 ml sous agitation continue (5 rpm, 48
heures) incubées a une température de 41 C°. La croissance bactérienne a été évaluée sur milieu
King en boite de pétri a 26 C° entre 24 et 48 heures. (Caulibaly et al, 2010)
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11.3.2.3.2. Stress hydrique

Afin d’étudier I’effet du stress osmotique sur les souches, nous avons utilis¢é un bouillon
nutritif additionné a différentes concentrations de PEG (polyéthyléne glycol) a 800 M (0%,
20%, 40%, 60%). Un volume de 100 ul d’une suspension bactérienne est inoculé dans 5 ml de
bouillon nutritif préparé en tube a essai avec différentes concentrations de PEG, et le témoin
négatif contenant le bouillon nutritif de 0% de PEG est inoculé par 100 ul d’eau distillée stérile.
Les tubes sont placés dans un agitateur incubateur a une vitesse moyenne a 28°C pendant 72
heures. Aprés 1’incubation, la croissance des souches est déterminée par la densité mesurée

dans chaque tube a I’aide d’un spectrophotomeétre a 300 nm( Benchabane, 2005).
11.4. Effet des PGPR sur la stimulation de la germination des graines d’orge

Pour I’évaluation de I’activité phytostimulatrice, quatre souches de Pseudomonas ont été
sélectionnées sur la base de leur production d’un ensemble important de métabolites et leur

aptitude a résister a certain stress abiotiques
11.4.1. Essai de la stimulation de la germination des graines de I’orge
11.4.1.1. Préparation des suspensions bactériennes

Des isolats de Pseudomonas spp fluorescents ont été cultivés dans des flacons coniques de
250 ml contenant 100 ml de bouillon King B et incubés pendant 48 heures sous agitation
rotative (150 rpm) a 28 °C, + 2°C.

11.4.1.2. Désinfection des semences

La désinfection des semences d’orge, a été réalisée par la méthode de Macia-Vicente et al.
(2008). Les semences ont été désinfectées a 1’cau de Javel a 12° additionnée d’une goutte de
Tween 20.Aprés un temps de contact d’une heure en agitation continue, la désinfection est
suivie de cinq ringages successifs a 1’eau distillée stérile puis les graines sont séchées sur du

papier Whatman stérile.

11.4.1.3. Bactérisation des semences (enrobage)
La bactérisation des semences a été réalisée en suivant la méthode décrite par Anuj et al,
(2013).Pour chaque souche, les graines préalablement désinfectées ont été trempées pendant

deux heures dans 10 ml de la suspension bactérienne dont la densité est 0.1. Un témoin
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négatif a été appliqué en remplacant la suspension bactérienne par la méme quantité d’eau

distillée stérile.

Quinze graines enrobées avec les souches de Pseudomonas ont été déposéesdans des boites
de Pétri en verre stérile et maintenues sur papier whatman pré-trempé par de I’cau distillée
stérile. Les graines ont été maintenues en position, en placant une autre bande de papier pre-
trempé en dessus en appliquant une légére pression. Par la suite les graines ont été laminées et
incubées dans une chambre de croissance aprés 10 jours. Trois répétitions ont été réalisées pour

chaque traitement. Les traitements appliqués sont suivants :
T1 : Semences enrobées de la souche KT1
T2 : Semences enrobées de la souche TR7
T3 : Semences enrobees de la souche KF-4(1) s
T4 : Semences enrobées de la souche TB4
T- : Semences enrobées par 1’cau distillée stérile.
» Calcul du taux de germination

Le taux de germination des semences consiste a effectuer le comptage du nombre de

semences germées par rapport au nombre initial des graines mises dans chacunes des boites.
. . >n
Taux de germination = FXIOO

n : nombre de graines germées.
N : nombre total de graines mises dans la boite.
> Indice de vigueur

L'indice de vigueur a été calculé pour la variété d'orge en utilisant la formule décrite par
Baki et Anderson (1973).

Indice de vigueur= (longueur moyenne des racines + longueur moyenne des tiges) x

pourcentage de germination
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I1l. Résultats
I11.1. La fluorescence

Le test de la fluorescence réalisé sur les 14 isolats a révélé la présence d’un pigment
fluorescent traduisant par une couleur jaune verdatre sous la lampe UV (350-400nm), dont
I’intensité de la fluorescence varie d’une souche a I’autre (figure01). Nous avons constaté que
la fluorescence varie non seulement en fonction des souches mais aussi selon 1’dge de la
culture. La coloration et I’intensité du pigment émises varient du vert jaune au jaune brun. Ces

mémes observations ont été signalées par Digat et Gardan (1978).
I11.2. Production de métabolites impliqués dans la phytostimulation

A partir des tests de métabolites secondaires, nous avons constaté que les 14 (100%) souches
de Pseudomonasspp. fluorescents synthétisent les siderophores, produisent 1’ammoniac et
I’enzyme catalase. Seules 03 souches sont phosphatases positives et 11 souches sont
cyanogéneses positives. La production d’acide indole acétique a été révélée chez 13 souches

(Tableau03).

Tableau 03: Tests de production de métabolites secondaires

Sid
Métabolites | AlA HCN Amm Pho Cat
Nombre de
13 11 14 14 3 14
souches
pourcentage | 92,85 78,57 100 100 21,42 100

AlA : acide indole acétique ; HCN : acide cyanidrique ; Sid : Siderophore ; Amm :

Ammoniac ; Pho : phosphatase ; Cat : Catalase.

IIL.2.1. Production d’acide indole acétique

La production qualitative de 1’acide indole acétique a été observée chez la plupart des
souches criblées. Aprés 10 a 30 min de 1’addition du réactif de Salkowski, douze souches (TB3,
TB4, KTy, KT-2(2)4, KT,4, KTs, KFs, KF-4(1)g, TF,, TF14-8, TR;, TR;) ont developpé une
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couleur rose a rouge, ainsi la souche TC1 a produit un analogue signifié par I’apparition d’une

couleur marron (Tableau 04, figure 08).

Tableau04: la production d’acide indole acétique dans les quatorze souches de Pseudomonas

fluorescents.

Souches Production d’AIA Analogue
TB4, KT1, KT4, KTs, KFs, KF-4(1)g, TFa, .
TF10-8, TRy, TRy i
KT-2(2),, TB; T -
TC, - -
Tcy +++

Figure 08: production d’AIA dans trois différentes souches bactériennes.

a) Résultat négatif  b) résultat positif ¢) production d’analogue
111.2.2. Production de Siderophores

Pour les quatorze souches criblées pour la production de Siderophores, une couleur orange
est apparue dans le milieu qui indique la production de siderophores.Les souchesKT,, KT-2(2),
KF-4gont monté une faible synthése de siderophores, cela s’explique par un trés léger

changement de couleur du milieu aprés 1’ajout du réactif (Figure 09).
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Figure 09 : Production de Siderophores dans différentes souches de Pseudomonas fluorescents.

111.2.3. Production de cyanure d’hydrogéne (HCN)

Apres quatre jours d’incubation, la couleur du papier Whatman imprégné d’acide picrique a

viré vers 1’orange foncé chez six souches, ce qui indique une forte production d’HCN et un

léger virage de couleur a été observé chez cing souches indiquant unefaible synthese, alors que

les trois autressouchesaucun virage de couleur n’a été observé, alors ils ne produisent pas

d’HCN. Ce dernier réagit en effet sur l'acide picrique pour donner une matiére colorante

(’acide isopurpurique) qui exprime le virage de couleur (Tableau 05, figure 10).

Tableau05: la production d’HCN dans les quatorze souches de Pseudomonas fluorescents.

Souches Production d’HCN
TB4, KTy, TR, , TR, , TC4,TB3 +++
TR, , KFs, TB, "
KTs, TF10-8 +
KF-4(1)g, KT, , KT-2(2), -
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-—
»,

Figure 10: Production d’HCN par les souches bactériennes.

a) Résultat négatif ~ b) résultat positif

I11.2.4. Production de ’ammoniaque

La production de ’ammoniaque a été observée chez les quatorze souches. Le résultat se

traduit par un virage de couleur du milieu vers I’orange apres 1’ajout d’une goutte de réactif du

"v' !
I* v \. .
, ‘ i
U <

Nessler(Figure 11).

Figure 11: résultats positifs des souches productrices de I’ammoniaque
111.2.5. Solubilisation de phosphate

Parmi les quatorze souches bactériennes testées, les souches TB,, TB3, KT-2(2),, ont été
capables de dégrader le phosphate (Figure 12)(tableau 06).
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Chapitre 11 :

Figure 12: la solubilisation du phosphate par les souches TB;, TB3,de Pseudomonas

fluorescent.

Tableau06: Calcul de I’indice de solubilité chez les souches qui ont solubilisé le phosphateen

cm.
Diamétre de la Diamétre de la zone | Indice de solubilité
Souches ) )
colonie claire (sn
TB, 1,2 0,4 1,33
TB3 1 0,5 15
KT-2(2), 0,7 1.2 2.71

Le tableau ci-dessus montre les résultats de 1’indice de solubilisation pour les trois souches
qui sont capables de solubiliser le phosphate.Un indice de 2.71 cmest obtenu chezla souche
KT-2(2), qui estconsidérée comme la valeur la plus elevée par rapport aux TB3, TB4, qui ont

donnés des indicesrespectivement de 1.5 et 1.33cm.
111.2.6. Synthese de catalase

La production de la catalase a été observée chez toutes les souches sans exception en raison
de l’apparition de bulles d’air immédiatement aprés 1’ajout d’eau oxygénée sur la colonie

bactérienne(Figure 13).
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Figure 13: Productionde catalase par les quatorze souches de Pseudomonas fluorescents.
111.3. Résistances des souches aux différents stress abiotiques

111.3.1.Production du biofilm

Apreés 07 jours d'incubation, 06 souches (42.85%) ont montré leurcapacité de produire du

biofilm, cela se traduit par la formation des colonies a centres noiratres (Figure 14).

Figure 14: Production du biofilm par les souches de Pseudomonas fluorescents.
a) souche non productrice b) souche productrice
111.3.2. Résistance des souches au chlorure du sodium (NaCl) et aux antibiotiques

111.3.2.1. Résistance a la salinité

Apres incubation pendant 02 jours dans différentes concentrations de sel (0- 8%) a
température ambiante.Toutes les souches(100%)se sont développées dans de faibles
concentrations de sel (0 — 5%), tandis que la résistance des souches a commencé a diminuer

avec I’augmentation de la concentration en sel, sauf pour les souches KT4, KT, KT5,KT-2(2)4,

34




Chapitre 11 : PARTIE EXPERIMENTATION

et TBs qui ont montré leur capacité a résister a la salinité a des concentrations €levées (jusqu’a

8%) apres 72 a 96 heures d’incubation (Tableau07, Figure 15).

Tableau 07:Développement des souches a différentes concentrations de NacCl.

Souches développéesjusqu’a 5% de sel Souches résistantes jusqu’a 8% de sel

KT4, KTy, KTs, KT-2(2)1, TB4, TB4, KFs,

KT1, KTs, KT5,KT-2(2)1, TB3
TFa4, TF0-8, KF-4(1)s, TR;, TRy, TC,.

Figue 15: les souches résistantes a des concentrations élevées de la salinité.

111.3.2.2. Résistance aux antibiotiques

Apres 24 heures d’incubation a 37°C, les résultats ont montrés que les souches utilisées se
sont plus résistantes a la streptomycine (57.14%) et a I’acide nalidixique (42.85%) par rapport a
la rifampicine (28,57 %) (annexe 05, figure 16 et 17).
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Figure 16 : Histogramme représentant le pourcentage de souches résistantes et

sensibles aux antibiotiques.

Figure 17: la réaction de la souche TF10® contre trois types d’antibiotiques.
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111.3.3.Effet du stress thermique et hydrique sur la croissance des souches

111.3.3.1. Stress thermique
Toutes les souches ont résisté au stress thermique. Apres un passage a la température de 41
°C pendant 24 heuressur le milieu Ayers. Les souches de Pseudomonas spp.fluorescentstestées
ont pu prendre une croissance normale a la température de 26 °C comparable a celle de leurs

témoins respectifs non stressés(Figure 18).

Figure 18: croissance des souches bactériennes apres un stress thermique.

111.2.3.2. Stress hydrique

Apres 72 heures d'incubation dans différentes concentrations de PEG(Figure 19),
I'absorption a été mesurée et les résultats ont été comparés par rapport au témoin négatif, ou
toutes les souches ont montré leur capacité de se développer a 40 % de PEG avec des
concentrations variables. 1l a également été observé quelessouches KT,, KTs, KFs, TF10®, TRy,
TR,ont pu se développer a 60% de PEG, sauf pour la soucheKT, dont la croissance s'est arrétée

a 20% de PEG.Cependant, les densités bactériennes resteraient assez élevées.
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Figure 19: Souches bactériennes de Pseudomonas fluorescents dans différentes concentrations
de PEG

Les résultats de développement de la croissance a différentes concentrations de PEG sont

mentionnés dans 1’histogrammeci-aprés(figure 20). La densité optique de témoin négatif est

égale 2 0,15 nm.

B DO a0%dePEGO,81,15
B DO a20%dePEGO0,70,3
M DO a40%de PEG0,40,4
B DO a60%dePEG0,10,1
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Figure 20: Histogramme représentant le développement des souches a différentes

concentrations de PEG.
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I11.4. L’application de la promotion de croissance

Apres 10 jours d'incubation, toutes les semences criblées par la suspension bactérienne des
souches TRy, KT,, TB4, KF-4(1)s ont montré une germination des graines (tiges et racines)

dans des proportions variables par rapport aux traitements de témoins (Figure 21, annexe 05).

Figure 21: Comparaison entre les semencesgermees par les traitements T5 et T4
(T4 : semences enrobées de la souche TB4 ; T5 : semences enrobées par 1’eau distillée stérile).
111.4.1. Le taux de germination

Les semences traitées par les souches TB,, KT,, KF-4(1)g ont montré un taux de
germination significatif (95,55% - 73,33% - 68,88%) par rapport aux témoins non inoculés qui
a atteint un taux de germination de 66.66%. Sauf la souche TR7 a montré un taux de

germination inférieur au témoin (51.10 %). (figure 22).
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Taux de germination (%)

m Taux de germination (%)

Figure 22 : Histogramme représentant le taux de germination de 1’orge selon les traitements.

111.4.2. Moyenne des tiges et racines

Les semences bactérisées avec la souche TB,a enregistré une longueur moyenne des racines
la plus élevee de 7.78 cm, suivie par les semencesbactérisées par les souches TR, et KF-
4(1)savec une longueur moyenne des racinesrespectivement de 6,35 cm et 6,32 cm,
contrairement a la souche KT, qui a montré une longueur moyenne des racines plus faible

de4,76 cm,sachant que le témoin atteint4,88cm comme longueur moyenne.

D’aprés nos résultats,nous avons remarqué que les témoins (négatifs) non bactérisés ont montré
une absence de la formation de tige (0 cm), alors que les résultats étaient positifs pour les
semences bactérisées par les souches KF-4(1)g et TR,qui ont enregistré une meilleur longueur
moyenne des tigesrespectivement de 2,76 cm et 2,45 cm par rapport aux souches TByet KT,

qui ont enregistré 1,84 cm et 1,73 cm comme longueur moyenne des tiges (Figure 23).
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Figure 23 : Histogramme représentant la longueur moyenne des tiges et des racines.

111.4.3. L’indice de vigueur

Toutes les semences traitées par les souches TR7, TB4,KT1, KF-4(1)s ont montré un indice

de vigueursupérieur (449,68 - 919,19 -449,51 - 625,43) par rapport aux témoins non inoculés

qui ont atteint un indice de vigueur 325,30. (Figure 24).
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Figure 24 : Histogramme représentant I’indice de vigueur chez les souches étudiées.
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V1. Discussion

Les Pseudomonas fluorescentes etudiés ont montré leurs capacités a produire une gamme
importante de metabolites secondaires et leurs résistances aux conditions hostiles ainsi que
leurs effets bénéfiques sur la stimulation de la germination des graines.

Nos resultats ont montré que 92,85 % des souches criblées produisent 1’acide indole
acétique.La syntheése d’AIA est largement répandue chez les rhizobactéries. Les Pseudomonas
spp. fluorescents liberent des auxines (AIA) dans la rhizosphere comme des métabolites
secondaires qui se produisent généralement par au moins cing voies de biosyntheses
dépendantes du tryptophane (Persello-Cartieaux et al. 2003, Khan et al. 2009, vejan et al.
2016, David et al. 2018).

La synthése d’AIA par les Pseudomonas est bénéfique pour la croissance et le
développement des plantes, il joue un role important dans la division cellulaire, I’é¢longation
des racines et la prolifération des poils racinaires (Marulanda et al. 2010).

Nos résultats sont en accord avec plusieurs travaux de Brick et al (1991), qui ont montré la
présence d’AIA chez les Pseudomonas.

D’aprés les souches criblées, nous avons noté que 78,57% ont montré une cyanogénése
positive.L’HCN est un métabolite secondaire microbien volatil produit par certains PGPR. Sa
production a été mise en évidence chez plusieurs souches de Pseudomonas spp.fluorescents. Il
assure un role bénéfique pour la plante par son effet antagoniste contre les maladies des racines,
il s’implique dans la suppression d’agents pathogénes par inhibition, il contribue également a
I’acquisition de certains ions métalliques en formant des complexes avec ceux-Ci (Blummer et
Has., 2000 ; Ahmed et Kibret, 2014).

La glycine est un acide aminé consideré comme le meilleur précurseur de la production des
cyanides(Askeland et Morrison., 1983, Siddiqui, 2006, Nandi et al., 2017). Selon une étude
réalisée par Heydari et ses collaborateurs (2008), les souches de Pseudomonas fluorescents
ont été identifiées autant que grands producteurs d’HCN. Les travaux de Voisard et al (1989)
ont montré 1’efficacité des cyanides produits par des souches de Pseudomonas spp.fluorescents
dans la suppression des agents telluriques phytopathogenes.

Nousestimons que 100% des souches de Pseudomonas étudiées ont montré leurs capacités
de produire des siderophores. Ces derniers sont de petites molécules organiques produites par
des micro-organismes dans des conditions limitantes en fer afin d’améliorer son absorption. Un

Siderophore puissant, tel que le complexe ferrique-Siderophore, joue un réle important dans
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I’absorption de fer par les plantes en présence d’autres métaux tels que le nickel (Beneduzi et
al., 2012 , Gouda et al., 2018).

Nos résultats sont similaires a ceux de Benchabane (2005) et de Benoussaid (2018), qui
ont montré que la plupart des souches de Pseudomonas sélectionnées synthétisent des
siderophores.

Les résultats de notre étude, sur la production de I’ammoniac ont montré que 100% des
souches sont positives.

L’ammoniac est un agent inhibiteur de certains phytopathogenes, il est produit comme un
intermédiaire du catabolisme des acides aminés des exsudats racinaires assimilés par les
bactéries du sol. L’enzyme nitrogénase joue un réle important dans la réduction de N fixé en
NHs chez les bactéries fixatrices d’azote (Cherif, 2014 ; Hartono et al 2016). Sebihi (2015), a
montré que toutes les souches étudiées de Pseudomonas produisent de I’ammoniac.

D’aprés nos résultats seuls 21.42% des souches solubilisent le phosphate qui est le deuxiéeme
¢lément nutritif le plus important pour la plante aprés 1’azote. 1l peut exister dans le sol sous
forme organique(Po) et inorganique (Pi). Environ 95% a 99% est présent sous forme de
phosphate insoluble lié avec des cations qui ne peuvent étre utilisés par les plantes (Firew et
al., 2016, Matos et al., 2018, Pallavi et al., 2018). Le phosphate joue un r6le important dans
les principaux processus métabolites y compris le transfert de I’énergie, la transduction du
signal, la respiration, biosynthese et la photosynthése (Anand., 2016, Sharon., 2016, Goudaa
et al., 2018).

La solubilisation microbienne du phosphore joue également un rdle important dans la
conversion du P insoluble en P soluble par la production des acides, les réactions d’échanges,
I’acidification, la chélation et la formation des substances polymeéres (suleman et al. 2018,
Pandey et al. 2018). Plusieurs microorganismes solubilisent le phosphate, dont les
Pseudomonas spp. fluorescents quiprésentent une capacité de solubilisation trés élevée
(Saharan et Nehra., 2011, Dahdah., 2015, Idris et al., 2016, Zhang et al., 2019).

Bien qu’aucun halo de solubilisation n’a été observeé chez les autres souches étudiées, ces
dernieres peuvent solubiliser le phosphate sur milieu liquide. Tao et al. (2008) ont déja
rapporté cette coexistence des deux capacités en une seule bactérie.

Cela est confirmé par les résultats d’Arif et al. (2015) qui ont montré que P. fluorescens
RB13 solubilise une quantité importante de P (187,9 pg / ml), malgré I’absence d’un halo de
solubilisation sur milieu solide.Ainsi les résultats de Sebihi (2015) ont montré qu’aucun halo
n’a été observé chez les souches Ps25, Psl4 et Ps22 sur milieu solide, mais ces derniers

solubilisent le phosphate sur milieu liquide & des quantités respectivement de 179.104, 104.96
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et 40 pug /ml. 100% de nos souches sont a catalase positive. Le catalase aide la bactérie a
atténuer le stress abiotique et la rendre dynamique pour le renouvellement des nutriments,
profitant ainsi indirectement a la plante hote. La présence de catalase chez les microorganismes
est utile dans la protection des cellules contre les dommages oxydatifs causés par les especes
réactives a 1’oxygene. (S. Karthika et al, 2020). Des résultats similaires ont été trouvés par
Sebihi, (2015) qui montrent que la production du catalase a été affichée par toutes les souches
de Pseudomonas fluorescents étudiées.

La rhizosphére représente une zone d’interaction ou de multiples échanges s’opérent entre le
sol, les racines et les rhizobactéries. Les Pseudomonas spp. fluorescens prédominent souvent
parmi ces rhizobactéries et affectent la croissance des plantes et les protegent des effets
délétéres de certains stress environnementaux notamment la température, la salinité et le stress

hydrique.

Le biofilm est un état de communauté bactérienne complexe dans lequel les cellules se
collent & une surface.Certains types de bactéries sont capables de former une couche de mucus
(substances polymériques extracellulaires, SPE) qui leur permet de se fixer sur les surfaces.
42,85% des souches de Pseudomonas criblées ont la capacité de former le biofilm.La capacité
de formation de biofilm confére une colonisation efficace des micro-organismes qui est une
caractéristique essentielle des PGPR afin de s’adapter et tolérer a un environnement. Il a pu
montrer que la majorité des Pseudomonas associés aux racines favorisaient la croissance de la
plante hote formant majoritairement des biofilms autours des racines (Espinosa-Urgel et al,
2002 ; Ramey et al, 2004).

Les biofilms ont le pouvoir de fournir une protection significative contre les
agressions extérieures et le stress, car ils agissent comme une barriére protectrice qui
empéche la pénétration des agents pathogénes des plantes, libérent une large gamme
d'enzymes et réduisent la compétition microbienne.(Kacim et al., 2016).

La salinit¢ du sol constitue I’un des principaux stress abiotiques limitant la croissance des
plantes cultivées. Cette salinité peut étre naturelle ou induite par les activités agricoles comme
I’irrigation ou I’utilisation de certains types d’engrais (Mehdi, 2008). Nos résultats montrent
que seuls cing souches ont resisté jusqu’a 8% de NaCl.

L’étude de Mi-Seon et al (2017) démontre que 1’application des PGPR peut améliorer les effets

négatifs des sols salins sur la croissance des plantes.
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Nos résultats ont montré que les souches de Pseudomonas sont plus résistantes a la
streptomycine (57,14%) et a I’acide nalidixique (42,85%) par rapport a la rifampicine.Selon
Benchabane (2005), les Pseudomonas se sont avérés plus résistants a la streptomycine (60%)
par rapport au chloramphénicol (20%) et ’acide nalidixique (15%).

D’aprés les travaux de Digat (1987) réalisés sur 252 souches de Pseudomonasspp.
fluorescents et de P. Putida, ont révelé des fréquences de résistance de 92,4% au
chloramphénicol et de 54,59% vis-a-vis de 1’acide nalidixique.

Nos souches ont été insensibles aux stress thermiques et hydriques. Le test de
thermorésistance a montré que toutes les souches sélectionnées (100%) sont résistantes et
peuvent croitre a une température de 41°C. La température est un facteur qui détermine la
nature et les conséquences des interactions rhizobactéries-plante. Les tempeératures élevées
peuvent donc affecter in situ les populations microbiennes et leurs activités physiologiques
(Digat, 1994).Les souches de Pseudomonasspp.fluorescents se cultivent facilement sur des
milieux de cultures usuels et se développent entre -1°C (Yumoto, 2001) et +55°C (Manaia et
Moore, 2002).

Concernant le stress hydrique, 92,85% des souches ont putolérer des concentrations jusqu’ a
40% de PEG. Seuls 35,71% qui ont pu résister et se développer a 60% de PEG.

Le deficit hydrique est le principal facteur environnemental qui entrave la croissance des
plantes et la productivité des cultures a I’échelle mondiale (Begcy et walia., 2015 ; Raheem et
al., 2018).

Bien qu’il a été démontré que les PGPR inoculés dans le sol, améliorent la tolérance de la
plante au stress hydrique, accélérent 1’absorption des nutriments et augmentent la teneur en
humidité du sol (Etesami, H., 2017), les résultats de Emad et al (2019), montrent que
I’utilisation intégrative de PGPR avec AS s’est avérée étre une stratégie efficace pour
I’amélioration du développement et de la productivité des cultures dans des conditions de
déficit hydrique. Car il a été prouvé que I'AS diminue la sensibilité de la plante au
déficit hydrique et que les plantes ayant des niveaux internes adéquats d'AS ont des
tissus mieux hydratés que celles présentant une carence en AS (Pirasteh-Anosheh et al.,
2012).

Une grande part de recherches réalisée sur les rhizobactéries souligne 1I’importance et le
potentiel du groupe de Pseudomonas spp. fluorescents, des études ont signalées des
augmentations significatives dans la croissance et le rendement des cultures en réponse a
I’inoculation avec les souches de Pseudomonas spp. fluorescents(Taguet et al, 2015;
Cipriano et al, 2018 ; Turatto et al, 2018).
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La bactérisation des graines d’orge a montré des effets remarquables des souches
bactériennes étudiées sur la stimulation de la germination. D’aprés les résultats obtenus, nous
avons remarqués que trois souches bactériennes de Pseudomonasspp.fluorescents ont montrée
un effet significatif sur le taux de germination des graines par rapport au témoin. Toutes les
souches sélectionnées ont des valeurs de I’indice de vigueur nettement supérieures par rapport

aux graines non inoculées.

Au cours de notre expérimentation, nous avons mis en évidence la production d’AIA par les
souches bactériennes ainsi que leur capacité a solubiliser le phosphore, le Siderophore,
I’HCN... L’acide indole acétique présente un potentiel pour 1’amélioration des rendements
agricoles par la stimulation de la croissance et la stimulation de la germination des semences,
augmentant le développement des racines et contrdle les processus de croissance végétative.
Ainsi d’autres recherches scientifiques avancent que les PGPR augmentent le pourcentage et la
vitesse de germination et I’indice de vigueur des graines (Hossain et al, 2016 ; Nehra et al,
2016 ; Prasard et al, 2017).

L’utilisation de bactéries solubilise le phosphore comme inoculant augmentant
simultanément 1’absorption de P par la plante et le rendement des cultures (Dahdah, 2015).
Plusieurs recherches scientifiques avancent que les PGPR augmentent le pourcentage et la

vitesse de germination et I’indice de vigueur des graines (Nehra et al, 2016).

D’aprés 1’expérimentation d’Ouserir et al. (2018) et de Karthika (2020) et d’autres
expérimentations, les Pseudomonas ont un effet bénéfique sur la stimulation de la germination.
Vessey (2003) et Salantur et al. (2006) suggerent que la sécrétion bactérienne des substances

favorisant la croissance des plantes pourrait étre responsable des effets bénéfiques des PGPR.
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Dans notre étude, une caractérisation des souches de Pseudomonas spp. fluorescents isolées
de la rhizosphere de palmier dattier a été effectuée dont I’objectif est d’étudier 1’activité
phytostimulatrice de ces bactéries a partir d’expériences sur la production des différentes

métabolites secondaires et I’application de la promotion de croissance de 1’orge.

Quatorze souches ont eté isolées pour realiser ce travail. Plusieurs espéces de
Pseudomonasspp. fluorescents agissent comme PGPR possédant des propriétés a la fois
de régulation de la croissance des plantes et de résistance aux stress environnementaux,
cela est réalisé directement ou indirectement par la production de plusieurs substances

chimiotactiques.

Dans la présente étude, les souches de Pseudomonas spp. fluorescents se distinguent par leur
capacité a favoriser la croissance des plantes. Les résultats des métabolites ont montré une
production significative de ’'HCN avec 78,57% et de production des siderophores etlacatalase
avec 100%. Ainsi ces souches ont montré une production tres importante de 1’acide indole
acétique et de I’ammoniac avec des pourcentages respectivement de 92,85% et 100%.
Contrairement a la solubilisation de phosphate qui est considérée comme faible ou elle atteint
21,42%. les PGPR aident également a la croissance en diminuant les phytopathogénes
qui diminuent le rendement et la croissance par la production des siderophores et d’HCN.
En plus de la sécrétion de différents métabolites secondaires qui s’impliquent dans la

phytostimulation de la croissance des plantes.

L’interaction Pseudomonas - plante peut entrainer une stimulation de croissance supérieure.
Les semences d’orge traitées par quatre souches de Pseudomonas spp. fluorescents ont montré
une germination nette des grains et importante pour le taux de germination et 1’indice de
vigueur par rapport aux semences non inoculées, sauf que le traitement criblé par la souche
TR7 a montré une germination des grains mais avec un taux inférieur a ce du témoin. La
formation de biofilm par les rhizobactéries bénéfiques et la formulation du bio-inoculant aide a

stimuler la germination et a augmenter le rendement.

Selon les résultats obtenus et vu la potentialité des souches de Pseudomonas spp.
fluorescents exprimés dans la stimulation de la germination, il est intéressant de poursuivre
des expérimentations dans des conditions plus contrélées afin de garantir la stabilité et la
productivité des effets bénéfiques de ces rhizobactéries a 1’échelle de pratiques agronomiques.
Ces rhizobactéries peuvent devenir un complément ou méme une réelle alternative pour les

techniques de lutte biologique et de fertilisation chimique.
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Conclusion

Dans notre étude, une caractérisation des souches de Pseudomonas spp. fluorescents isolées
de la rhizosphére de palmier dattier a été effectuée dont 1’objectif est d’étudier ’activité
phytostimulatrice de ces bactéries a partir d’expériences sur la production des différentes

métabolites secondaires et I’application de la promotion de croissance de I’orge.

Quatorze souches ont été isolées pour réaliser ce travail. Plusieurs espéces de
Pseudomonasspp. fluorescents agissent comme PGPR possedant des propriétés a la fois
de régulation de la croissance des plantes et de résistance aux stress environnementaux,
cela est réalisé directement ou indirectement par la production de plusieurs substances

chimiotactiques.

Dans la présente étude, les souches de Pseudomonas spp. fluorescents se distinguent par leur
capacité a favoriser la croissance des plantes. Les résultats des métabolites ont montré une
production significative de ’THCN avec 78,57% et de production des siderophores etlacatalase
avec 100%,. Ainsi ces souches ont montré une production trés importante de 1’acide indole
acétique et de I’ammoniac avec des pourcentages respectivement de 92,85% et 100%.
Contrairement a la solubilisation de phosphate qui est considérée comme faible ou elle atteint
21,42%. les PGPR aident également a la croissance en diminuant les phytopathogenes
qui diminuent le rendement et la croissance par la production des siderophores et d’HCN.
En plus de la sécrétion de différents métabolites secondaires qui s’impliquent dans la

phytostimulation de la croissance des plantes.

L’interaction Pseudomonas - plante peut entrainer une stimulation de croissance supérieure.
Les semences d’orge traitées par quatre souches de Pseudomonas spp. fluorescents ont montré
une germination forte des grains et importante pour le taux de germination et I’indice de
vigueur par rapport aux semences non inoculées, sauf que le traitement criblé par la souche
TR7 a montré une germination des grains mais avec un taux inférieur a ce du témoin. La
formation de biofilm par les rhizobactéries bénéfiques et la formulation du bio-inoculant aide a

stimuler la germination et a augmenter le rendement.

Selon les résultats obtenus et vu la potentialité des souches de Pseudomonas spp.
fluorescents exprimés dans la stimulation de la germination, il est intéressant de poursuivre
des expérimentations dans des conditions plus contrélées afin de garantir la stabilité et la

productivité des effets bénéfiques de ces rhizobactéries a 1’échelle de pratiques agronomiques.
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Ces rhizobactéries peuvent devenir un complément ou méme une réelle alternative pour les

techniques de lutte biologique et de fertilisation chimique.
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ANNEXES :
Annexe01 : les milieux de cultures

1. Milieu King B

Peptone.........cooovviiiiiiii. 20
MgSO4 TH20......cccevviiiiinine 1,5¢
K2HPOA4.......ccooii, 1,5g
Glycerol.........ooovviiiiiiiiiin, 15ml
Agar ... 20g
Eaudistillé..................o..o 1000ml

2. Milieu LB

Peptone.........ooovviiiiiiiiii., 10g
Extratde levure ........................ S5g
Chloride sodium (NaCl)............... 5¢g
Agar......ooiiiiii 15¢g

Eau distillée ....................... 1000ml

(Pour la production d’AIA : milieu LB + 5g
de tryptophane).

Milieu Gélose nutritif (GN)

Peptone.........cooooviiiiiii S5g
Extraitde levure ....................... 2g
Extrait de viande ...................... lg
GlucoSe ..ovvieiiiie 2g




3. Milieu pycovaskaya

GlUCOSE. ..o 8g
Tri calcium phosphate....................... 4g
Ammonium de sulfate....................... 0,49
Potacuim chloride............................ 0,169
Magnésium de sulfate.........................0,08g
Extraitde levure....................oooone. 0,49
Agar.. ..o 169
Eau distillée.............c.cooeiiiiinn. 1000ml

4. Milieu Muller-Hinton

Peptone...........oooviiiiiiil, 17,5g
Extrait de viande ..................... 2g
Amidon ... 1,59
Eau distillée....................... 1000ml

5. Milieu Rouge-Congo

Saccharose.........c..cooeoviiiiin.n. 50g
BHIB.....ooooiiiiiiiii, 379
Rouge congo ........cccevvviinininnn, 0,89
AGAr ..o, 129




6. Milieu TSA :

(Pour la production d’HCN : TSA ou TSB a 4,4 g de glycine).
7. Eau peptonée:
Peptone.........coooviiiiiiiiii 209

Eaudistillée. ..., 1000ml



Annexe02 : les réactifs utilisés dans les tests des meétabolites impliqués dans la

phytostimulation

Salkowsky Solution de carbonat de sodium
et d’acide pycrique

Eau oxygénée Nesler



Annexe03 : Pappareillage

Four Balance Etuve

Autoclave Vortex Lampe UV

PH métre Spectrophotométrie Bec benzen



Doseur Centrifugeuse

Annexe04: les verreries




Annexe 05 : Les tableaux

Tableau 01 : L’intervalle des antibiotiques :

R | S
Acide nalidixique <13 14-18 >19
Rifampicine <16 17-19 >20
Spectinomycine <14 15-17 >18

Tableau 02: la réaction des différentes souches aux antibiotiques.

Les souches Acide nalidixique Rifampicine Spectinomycine

TB, R R R
TBs R R R
TBa R S R
KT, S S I

KT-2(2), I S S
KF-4(1)s S S S
TFs S S |

TF10-8 S S R
TR, S S S
TC, S | R
TR: S S S
KTs R S R
KTy R S R
KFs R R R




