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Résumé

L'objectif de notre travail a été orienté vers la mise en évidence de I'effet de la
lyophilisation et la cryoprotection sur la stabilité et I'efficacité de trois souches de
Pseudomonas spp. fluorescents (BB9, BB10 et F21) employées dans la stimulation
de la croissance des plants de tomates tout en évaluant la biostimulation de la
germination et les parameétres de croissance ainsi que le dosage de la chlorophylle.

Les resultats de I'effet de la biostimulation des souches (BB9, BB10 et F21)
effectuées sur les plants de tomate sont mieux perceptibles par rapport aux témoins.
Les gains obtenus durant I'évaluation de la promotion de la croissance végétale
étudiés prouvent que les souches bactériennes fraiches et lyophilisées ont la
capacité de stimuler la croissance des plantes mais a des taux différents.

A travers nos résultats sur les parametres de croissance (poids frais de la
partie aérienne, poids sec de la partie aérienne, poids frais de la partie racinaire,
poids sec dela partie racinaire et la surface foliaire, des gains remarquables
dépassent les 100% sont apparus sur les plants traitées par des souches fraiches et
lyophilisés avec cryoprotection que sur les plants traités avec des souches
lyophilisés sans cryoprotection.

Mots clés : Pseudomonas spp. fluorescents, stimulation de la croissance, PGPR,

lyophilisation, cryoprotecteurs .



Abstract

The objective of our work was oriented towards the demonstration of the effect
of lyophilisation and cryoprotection on the stability and efficacy of three strains of
fluorescent Pseudomonas spp. (BB9, BB10 and F21) used in the stimulation of the
growth of tomato plants while evaluating the biostimulation of germination and growth
parameters as well as the chlorophyll assay.

The results of the biostimulation of the strains (BB9, BB10 and F21) carried
out on the tomato plants are better perceptible compared to the controls. The gains
made during the plant growth promotion evaluation studied demonstrate that fresh
and lyophilized bacterial strains have the ability to stimulate plant growth but at
different rates.

Through our results on growth parameters (fresh weight of the aerial part, dry
weight of the aerial part, fresh weight of the root part, dry weight of the root part and
the leaf area, remarkable gains exceeding 100% are appeared on the plants treated
with fresh strains and lyophilized with cryoprotection only on the plants treated with
freeze-dried strains without cryoprotection.

Keywords: Pseudomonas spp. fluorescent, growth stimulation, PGPR, lyophilization,

cryoprotectors.
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INTRODUCTION

La tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) est devenue un des légumes les
plus importants du monde. Sa production enregistrée durant I'année 2014 a atteint
170 750 767 tonnes dans le monde entier et 1 065 609 tonnes en Algérie (FAOSTAT,
2017). La tomate est appréciée pour sa fraicheur gu'elle soit crue ou cuite. Du fait de
son niveau de consommation relativement élevé (Blancard et al., 2009), la
consommation des fruits de la tomate contribue a un régime sain et équilibré (Naika
et al., 2005).

La croissance et le rendement d'une plante sont déterminés par la disponibilité
de certains nutriments minéraux spécifiques qui sont absolument essentiels pour
I'achévement de leur cycle de vie (Marshner, 1995). C'est pourquoi, I'application de
ces nutriments essentiels en particulier I'azote, le phosphore et le potassium aux
plantes sous forme d'engrais chimiques font une partie intégrante de l'agriculture
intensive. Toutefois, ces modifications des sols ne sont pas seulement colteuses,
mais aussi considérés comme une source potentielle de pollution environnementale.
En outre, il n'est peut-étre pas possible d'étendre davantage le fardeau de I'utilisation
d'engrais chimiques (Lucy et al.,, 2004). Par contre, l'utilisation des méthodes
technologiques microbiennes dans I'agriculture se développe actuellement assez
rapidement avec l'identification de nouvelles souches bactériennes, qui sont plus
efficaces pour promouvoir la croissance des plantes telle que les Pseudomonas spp.
fluorescents. Cependant, l'utilisation de ces rhizobactéries favorisant la croissance
des plantes (PGPR) offre un moyen attrayant de remplacer les engrais chimiques et
les pesticides. (Kloepper et al., 1980 ; Chen et al., 1994; Bin et al., 2000 ; Silva et al.,
2006 ; Shakilabanu et al., 2012).

Au cours des derniéres décennies les études sur la plupart de ces PGPR ont
été signalées a plusieurs reprises, entrainent des augmentations significatives de la
croissance et du rendement des cultures agronomiquement importantes en réponse
a leur inoculation aux plantes (Kloepper et al., 1980 ; Chen et al., 1994; Bin et al.,
2000 ; Silva et al., 2006 ; Shakilabanu et al., 2012). Toutefois une formulation de
bonne qualité devrait favoriser la survie des bactéries en préservant toute leur
efficacité (Smith, 1992 ; Bashan et Gonzalez, 1999). A ce jour, des biofertilisant

bactériens sont produits dans des formulations séches, telles que les poudres



mouillables et les granules, ainsi que dans des concentrés liquides pour répondre a
des besoins spécifiques du marché (Jackson, 2017).

Actuellement, |l existe plusieures technigues de séchage des
microorganismes appliquées a I'échelle industrielle & savoir I'atomisation (Coulibaly
et al., 2011), la fluidisation (Li et al., 2004) et la lyophilisation (Coulibaly et al., 2009).
Dernierement I'emploi d'une technique simple et économique de conservation des
étres microscopiques est nécessaire, la lyophilisation (la dessiccation aprés
congélation) est employée a I'heure actuelle a peu pres universellement (Hauduroy
et Piguet, 1960) pour la production de cultures bactériennes concentrées avec pour
avantage le stockage a température ambiante et la transport facile du matériau
séché (Coulibaly et al., 2009).

Cependant, cette techniqgue de séchage entraine des effets secondaires
indésirables tels que des modifications de I'état physique des lipides membranaires,
I'altération des protéines (Garait et al., 2005 ; Nanasombat et Sriwong, 2007) et une
oxydation de I'ADN (Mputu Kanyinda et al.,, 2014) entrainant la perte de viabilité
cellulaire pendant le processus ainsi que pendant le stockage ultérieur (Nanasombat
et Sriwong, 2007). Par conséquent I'ajout d’'un bon cryoprotecteur avant le processus
de lyophilisation, doit fournir une protection biochimique aux cellules contre les
dommages durant la congélation et le séchage (Berny and Hennebert, 1991) en
préservant toute leur viabilité et efficacité (Dietrich et al., 2016).

Dans ce sens, notre travail a été orienté vers la mise en évidence de I'effet de
la lyophilisation et la cryoprotection sur la stabilité et I'efficacité de trois souches de
Pseudomonas spp. fluorescents (BB9, BB10 et F21) employées dans la stimulation
de la croissance des plants de tomates tout en évaluant la biostimulation de la
germination et les parameétres de croissance ainssi que le dosage de la chlorophylle.
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Les rhizobactéries phytostimulatrices de la croissance des
plantes (PGPR).

[.1. La vie dans le sol

Les sols figurent parmi les habitats les plus diversifiés et renferment certains
des assemblages les plus variés d’organismes vivants (FAO, 2007), comprenant la
flore, la faune et les micro-organismes, remplissant des fonctions qui contribuent au

développement, a la structure et a la productivité du sol (McCauley et al., 2005).

L'un des points les plus fascinants de l'activité et de la diversité dans les sols
est la rhizosphére, qui est une «zone bio-influencée» (Jones et Hinsinger, 2008.
C'est-a-dire le volume de sol autour des racines qui est influencé par Il'activité des
racines végétales vivantes (Hiltner, 1904 ; Darrah, 1993 ; Hinsinger, 1998).

l.2. Larhizosphere

Le terme rhizosphére (éthymologiquement rhiza : racine, sphair : ce qui
entoure) a été proposé la premiéere fois en 1904 par un chercheur allemand (Hiltner)
(Hartmannet et al., 2008) pour décrire la zone de sol qui entoure la racine et qui est
directement ou indirectement influencée par la racine (Lemanceau et Heulin, 1998).
Les modifications apportées aux propriétés physiques, chimiques et biologiques du
sol de la rhizosphére ont une influence significative sur la croissance ultérieure et la

santé des plantes (Richardson et al., 2009).

Au sein de la rhizosphére, on distingue le rhizoplant, qui est I'épiderme de la
racine et le cortex extérieur auquel adhérent les particules de sol (Sylvia et al., 2005 ;
Singer et Munns 2006 ; Jossi, 2008) (Figure 01). Cette derniére modifie les
caractéristiques physico-chimiques et microbiologiques du sol rhizosphérique. Ces
modifications déterminent «l'effet rhizosphérique ». Cet effet résulte des
prélévements racinaires d'eau et d'éléments minéraux mais surtout de la libération de
composés organiques. Le volume de sol soumis a leffet rhizosphérique est
déterminé par la zone de diffusion des molécules organiques solubles et des

composeés volatils libérés par la racine (Lemanceau et Heulin, 1998).
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Rhizoplant I
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Figure 01 : représentation schématique de la rhizosphére (Maier et al., 2000).

Coiffe

La plante va donc libérer au sein de la rhizosphere divers éléments carbonés
relativement riche en éléments nutritifs, en raison de la perte de jusqu'a 40% des
photosynthétats a partir des racines (Lynch et Whipps, 1990), regroupés sous le
terme de rhizodépbts. Ces dernier sont composés des exsudats racinaires (ou
photosynthétats : sucres, acides aminés, acides organiques, hormones, vitamines),
de sécrétions de mucilage (sucres polymérisés, enzymes) et de cellules sénescentes
(cellules de la coiffe racinaire, cellules corticales et épidermiques) (Lynch et Whipps,
1990 ; Nguyen, 2003) (Figure 01).

Par conséquent, la rhizosphére soutient des populations microbiennes
importantes et actives capables d'exercer des effets neutres, nuisibles ou bénéfiques
sur la croissance des plantes (Parvatha, 2014) tel que les PGPR «Plant Growth-
Promoting Rhizobacteria » (Andreoni et Zaccheo, 2010).

l.3. Les PGPR «Plant Growth-Promoting Rhizobacteria».
1.3.1. Généralités sur les PGPR

Le terme «PGPR» a d'abord été utilisé par Joseph Kloepper a la fin des

années 1970 et est devenu couramment utilisé dans la littérature scientifique (Vessy
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Kevin, 2003). Les PGPR «Plant Growth-Promoting Rhizobacteria » (Kloepper et
Schroth, 1978) sont des bactéries qui se développent dans la rhizosphere, et qui ont
un effet positif sur la plante. Pour ces effets, on les considére comme rhizobactéries
promotrice de la croissance végétale (Dey et al., 2004 ; Herman et al., 2008 ;
Microrsky, 2008). Ces bactéries présentent une trés grande diversité dans leur mode
de vie et leur association avec les végétaux. Elles peuvent induire la croissance des

plantes par la promotion directe ou indirecte (Verma et al., 2010) (Figure 02).
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Figure 02 : Les mécanismes d’action des rhizobactéries (Ramos et al., 2009).
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1.3.2. Les caractéristiques d'un PGPR

Les bactéries bénéfiques du sol, appelées bactéries favorisants la croissance
des plantes (PGPR) ont une haute compétence rhizosphérique, haute capacité
saprophytique concurrentielle et améliorent la nutrition et la croissance de I'hote.
Elles visent a augmenter les niveaux de productivité des cultures, protégent les
plantes de diverses formes de stress abiotique (tolérant a la dessiccation, a la
chaleur, aux agents oxydants et aux rayonnements UV) et des maladies transmises
par le sol (excellent et fiable lutte antiparasitaire).Elles possedent un large spectre

d’action, ne considere aucun danger pour I'environnement et peuvent étre compatible
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avec d'autres rhizobactéries (Bowen et Rovira,1999 ; Blom et al., 2011 ; Schwachtje
et al., 2011).

[.3.3. Classification des PGPR

Cependant, en fonction de leur degré d'association avec les cellules des
racines végétales, les PGPR peuvent étre classés en cellules extracellulaires des
rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (ePGPR) et des rhizobactéries
intracellulaires favorisant la croissance des plantes (iPGPR). L'ePGPR peut exister
dans la rhizosphere, sur le rhizoplan ou dans les espaces entre les cellules du cortex
racinaire, tandis que I''PGPR se trouve généralement dans les structures nodulaires

spécialisées des cellules des racines (Parvatha, 2014).

L'iPGPR comprend les endophytes et les especes de Frankia, qui peuvent
tous deux fixer symbiotiquement le N, atmosphérique avec les plantes supérieures.
Les endophytes comprennent un large éventail de genres de bactéries du sol tels
qgue Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium et Rhizobium de
la famille des Rhizobiaceae qui envahissent généralement les racines des plantes
cultivées pour former des nodules et stimulent la croissance soit directement soit

indirectement (Parvatha, 2014).

Concernant les ePGPR en retrouve les microorganismes non symbiotique
appartenant aux genres bactériens tels que Agrobacterium, Arthrobacter,
Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Caulobacter, Chromobacterium,
Erwinia, Flavobacterium, Micrococcus, Serratia et Pseudomonas (Gray et Smith,
2005). Ce dernier représentent I'un des genres les plus étudier et abondants du
microbiome racinaire (Mendes et al., 2011; Brown et al., 2012 ; Bulgarelli et al., 2012 ;
Lundberg et al., 2012 ; Sessitsch et al., 2012).

I.4. Les Pseudomonas
1.4.1. Généralités

En 1894, le botaniste allemand Walter Migula proposa le genre Pseudomonas
(Okubara et al., 2010). Ce terme signifie « fausse unité » et provient du grec pseudo
« faux » et monas « unité » (Mandell et al., 2010) . Migula n'a jamais clarifié
I'étymologie du terme et inclut dans le genre Pseudomonas des bactéries possédant
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une ciliature monotriche ou multitriche dont I'espéce "P. pyocyaneae" (aujourd'hui P.
aeruginosa) et la formation de spores qui se produit dans certaines espéces, mais
elle est rare. (Tourkya, 2009 ; Mandell et al., 2010 ; Palleroni, 2010).

Certaines Pseudomonas sont pathogénes importants pour les plantes (Hofte
et De Vos, 2006 ; Hofte et Altier, 2010), les animaux et méme a I'étre humain (Lyczak
et al., 2000). D'autres présentent un fort potentiel en tant qu'agents de biocontrole
(Preston, 2004 ; Hofte et De Vos, 2006 ; Weller, 2007) ou a des fins de bioprotection
des cultures et productions végétales (Mark et al., 2006, McSpadden Gardener,
2007).

l.4.2. Caractéristiques phénotypiques

Le groupe des Pseudomonas renferme des bacilles & Gram négatif, droits ou
légerement incurvés, de 0,5 a 1,0 um de diamétre sur 1,5 a 5,0 ym (ou plus) de
longueur (Bergey’s, 2005) .lls forment un large groupe colonisant le sol, les plantes
et 'eau (Allaire, 2005). Ces bactéries sont des Gram négatif, aérobie stricte (A
I'exception de certaines souches capables d'utiliser les nitrates NOsz comme
accepteurs d'électrons) et non sporulantes. Elles sont mésophiles,
chimioorganotrophes et possedent un ou plusieurs flagelles polaires (Bossis et al.,
2000).

Ces bactéries présentent un caractéere psychrotrophe avec une température
minimale de croissance voisine de 4°C et une température optimale de l'ordre de
28°C, tout en étant incapables de se multiplier a des températures supérieures a
35°C (la croissance de certaines souches a des températures voisines de 45 °C a
cependant été observée). Dans leur grande majorité, elles sont incapables de
pousser a un pH inférieur a 4,5 (Tourkya, 2009).

Quelques espéeces de se genre sont phytopathogénes et certaines peuvent
causer des infections chez I'humain (Mavrodi et al. 2001). Plusieurs études ont
souligné le haut degré de diversité au sein de P.fluorescens, ce qui a mené a la
subdivision de cette espéece en différents biovars (Bossis et al. 2000).
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[.4.3. Taxonomie

Pseudomonas est l'un des genres bactériens les plus répandus dans le
monde et différentes espéces ont été isolées a partir de niches écologiques trés
divers (Hofte et Altier, 2010). Depuis sa découverte, le genre Pseudomonas a subi
de nombreux changements taxonomiques (Peix et al., 2009).

D’apres Palleroni, (1984) dans Le Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology
la classification des Pseudomonas est la suivante :
Regne : Bacteria
Division : Proteobacteria
Classe :Gammaproteobacteria
Ordre :Pseudomonadales
Famille : Pseudomonadaceae
Genre : Pseudomonas
Jusqu'a présent, 128 especes ont été validement décrites pour ce genre, y
compris les Pseudomonas spp fluorescents et non fluorescents (Hofte et Altier, 2010).
La plupart des espéces sont saprophytes est sont couramment trouvés dans l'eau et
le sol. 23 espéces sont pathogénes pour les plantes, y compris Pseudomonas
syringae avec 36 pathovars affectant différentes plantes. En outre, 16 espéces sont
associées a des maladies chez les humains et les animaux (Mavrodi et al. 2001 ;
Peix et al., 2009).

l.5. Les Pseudomonas spp fluorescents

Les Pseudomonas fluorescent sont classé en trois différents groupes
(Palleroni, 1993 ; Holt et al, 1994 ; Bossis et al. 2000).

1) des especes phytopathogénes positives au cytochrome ¢ oxydase, telles
gue P. cichorii, P. marginalis et P. tolaasii.

2) Les Pseudomonas spp fluorescents nécrogenes phytopathogénes sans
cytochrome c oxydase: P. syringae et P. viridiflava.

3) Les Pseudomonas spp fluorescents non phytopathogénes, non-nécrogenes,
non symbiotique, telles que P. fluorescens, P.putida, P. chlororaphis (= P.
aureofaciens), et P. aeruginosa (Palleroni, 1993 ; Holt et al., 1994 ; Bossis et al.,
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2000) ont éteé identifiés comme des bactéries favorisants la croissance des plantes
ou également appelées Pseudomonas fluorescentes probiotiques des plantes par
analogie avec les bactéries probiotiques et les levures dans le tractus gastro-
intestinal. (Haas and Keel, 2003 ; Picard et Bosco, 2008) .lls ont été identifiés
également comme agents de lutte biologique efficaces (Janisiewicz et Marchi, 1992 ;
Anjaiah et al., 1998).

1.5.1. Effets bénéfiques des Pseudomonas spp. fluorescents sur les
plantes

Les Pseudomonas spp. fluorescents présentent un intérét scientifique majeur.
lls se caractérisent par une diversité génétique et phénotypique en relation avec leur
impact positif sur le fonctionnement de la rhizosphére, en exercant des actions
directes et/ou indirectes sur le développement de la plante (Figure 03) (Benchabane
et al., 2013).
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Figure 3 : Interactions entre les Pseudomonas spp. fluorescents, les
microorganismes pathogenes et les cellules racinaires (Rabhi, 2011).
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1.5.1.1. Actions directes
a) Stimulation de la croissance

Les Pseudomonas spp. sont des rhizobactéries favorisant la croissance des
plantes (PGPR) utilisées comme biofertilisants (Sivasakthi et al., 2014). ils sont
capables de stimuler la croissance des plantes, en augmentant la disponibilité et
I'absorption de nutriments minéraux via des enzymes solubilisantes le phosphate et

d'augmenter sa disponibilité pour les plantes (Sundara et al., 2002).

La fixation biologique de Il'azote releve uniguement du domaine des
procaryotes grace a la nitrogénase, une enzyme catalysant la réduction de I'azote
atmosphériqgue en ammoniac (Weyens et al.,, 2010) qui a été observer chez les
Pseudomonas (Tilak et al., 2005) ou en améliorant la croissance et la morphologie
par la production de phytohormones telles que l'auxine : L'acide indole-3-acétique
(IAA) (Vessey, 2003 ; Abo-Elyousr et El-Hendawy, 2008 ; Sethia et al., 2015), les
gibberellines (Ramamoorthy et Samiyappn, 2001) et les cytokinines (Arkhipova et al.,
2005 ; Karadeniz et al., 2006 ; Aslantas et al., 2007).

Les Pseudomonas fluorescents ont la capacité de réduire le manganése
(Sarniguet, 1990). Cette réduction augmenterait la quantité de manganese disponible
pour la plante et, par ce biais, conduirait & une meilleure tolérance de cette derniére

au parasite (Jacques et al., 1993).

Certaines souches de Pseudomonas produisent des agents chélateurs
appelés sidérophores, ces derniers ont une forte affinité pour I'absorption du fer. Les
sidérophores microbiens peuvent améliorer la croissance des plantes en augmentant

la solubilité du fer dans la rhizosphére de la plante (Sivasakthi et al., 2014).
b) Résistance systémique induite ou ISR (Induced Systemic Resistance)

La reconnaissance par la plante de certaines bactéries de la rhizosphére peut
conduire a une réaction d“immunisation lui permettant de mieux se défendre vis-a-vis
d’'une attaque par un organisme pathogene (van Loon, 2007) lorsqu'ils sont stimulés
de maniere appropriée (Mercado-Blanco et Bakker, 2007). Ce phénomene est
appelé résistance systémique induite (ISR) (Tuzun et Kuc, 1991).

10
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Des espéces fluorescentes de Pseudomonas spp. ont été signalées comme
induisant une résistance systémique chez les plantes (Alizadeha et al., 2013) par la
production de 2,4-diacétylphloroglucinol (DAPG) (lavicoli et al., 2003) . Les résultats
suggerent clairement que l'antibiotigue DAPG de P. fluorescens CHAO agissent
comme agents inducteurs de la résistance systémique dans les racines de tomate
(Siddiqui et Shaukat, 2003) et Arabidopsis en suppriment les maladies foliaires grace
au phénomene ISR (Maurhofer et al.,1994 ; Pieterse et van Loon, 1999 ; Park et
Kloepper, 2000).

c) Production d’acide 1- Aminocyclopropane -1- carboxylique
désaminase (ACCd)

Certaines Pseudomonas de la rhizosphere produisent I'enzyme 1-
aminocyclopropane-1-carboxylate désaminase (ACCd) (Glick et al., 1994 ; Belimov
et al, 2007; Kamala-Kannan et al., 2010; Ali et al, 2014). Cette enzyme
cytoplasmique hydrolyse I'ACC végétal (Honma et Shimomura, 1978). A son tour,
I'ACC est le précurseur immédiat de I'normone végétale de I'éthylene (Glick et al.,
1997 ; Cheng et al., 2007), un important médiateur des réponses au contraintes
telles que la salinité (Jalilia et al.,2009) et de la croissance et du développement des
plantes (Morgan et Drew, 1997). Ces microorganismes utilisent I'ammoniac libéré de
'ACC comme source d'azote (Elzbieta et Stanistaw, 2015). Le substrat de cette
enzyme est habituellement exsudé par des racines ou des graines, activement pris

par des bactéries, puis clivé par leur désaminase (Penrose et Glick 2001).

En outre, l'absorption microbienne de I'ACC rhizosphérique stimule sa
sécrétion par les tissus végétaux et réduit ainsi la biosynthese de I'éthyléne et, par
extension, I'effet délétere des niveaux élevés de cette phytohormone sur les plantes,
en particulier sur le systéme racinaire (Penrose et Glick 2001 ; Glick et al., 1998 ;
Glick 2005). Pour de nombreuses plantes, un éclat de cette phytohormone est
nécessaire pour briser la dormance des graines (Kucera et al., 2005), bien que trés
efficace sur la croissance et le développement des plantes et aussi sur la maturation
des fruits (Jalilia et al.,2009), mais une forte concentration soutenue d'éthyléne en
particulier dans les dicothyledones, peut diminuer la germination des graines et la
croissance des racines (Jackson, 1991 ; Belimov et al., 2001 ; Saravanakumar et
Samiyappan, 2007).

11
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[.5.1.2. Actions indirects
a) Antibiose

Les Pseudomonas fluorescents (Pseudomonas fluorescens, P. aeruginosa et
P. putida) et des especes étroitement apparentées sont d'importantes bactéries
antagonistes présentes dans le sol, qui permettent de réduire la gravité de
différentes maladies d'origine tellurique ( Lemanceau et Heulin, 1998).

Ceci est du a la production d'une large gamme de composés antifongiques
tels que : les composés volatils tels que I'acide cyanhydrique (HCN) (Lemanceau et
Heulin, 1998 ; Nirmala et Surendranatha, 2014), 'ammoniaque (Jacques et al.,
1993), des enzymes lytiques (la chitinase , glucanase et la laminarinase) ( Jacques
et al.,, 1993 ; Toua et al.,, 2013), et des antibiotiques (Ramyasmruthi et al., 2012;
Mezaache-Aichour et al., 2015).

Parmi les antibiotigues produits par les Pseudomonas, le 2,4-
diacétylphloroglucinol (DAPG) (Siddiqui et Shaukat, 2003; Validov et al., 2005 ;
Okubara et Bonsall., 2008 ; Kwak et al., 2012 ; Maketon et al., 2012), [I'acide
phénazine carboxylique (PCA) (Mavrodi et al., 2012), la pyrrolnitrine (PRN), la
pyoluteorine (PLT) (Siddiqui et Shaukat, 2003), I'oomycine A (James et Gutterson,
1986 ; Howie et Suslow, 1991) sont trés efficaces dans le contrdle et la suppression
de divers pathogénes telluriqgues (Maddulla et al., 2008 ; Abo-Elyousr El-Hendawy,
2008 ; Meera et Balabaskar, 2012).

b) Compétition trophique

Une rhizobactérie a croissance rapide pourrait éliminer les pathogénes
fongiques par la compétition pour le carbone et les sources d'énergie. Le PGPR doit
étre présent sur les racines en nombre suffisant pour avoir un effet bénéfique sur les
plantes et pour étre capable d’instaurer une compétition pour les nutriments dans la

rhizosphére (Haas et Defago, 2005).

Un cas particulier de compétition pour les nutriments repose sur la compétition
pour le fer, malgré son abondance dans la crodte terrestre, est largement

indisponible pour l'assimilation microbienne. Les microorganismes tels que les

12
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Pseudomonas spp ont développé une stratégie pour récupérer le fer disponible par
les sidérophores (Mercado-Blanco et Bakker, 2007).

Les pigments fluorescents (sidérophores) qui présentent une affinité pour le
fer (Fe*") et qui peuvent ainsi inhiber la croissance des microorganismes pathogénes
dans la rhizosphére en réduisant la disponibilité du fer (Lemanceau et Heulin, 1998)
produisent deux types de sidérophores, I'un de faible affinité au (Fe*") (pyochéline)
décelé chez P. aeruginosa (Cox et al.,, 1981; Brandel et al.,2012) et l'autre,
possédant une affinité élevée au (Fe3+) (pyoverdine ou pseudobactine) (Jacques et
al., 1993; Brandel et al.,2012).

Parmi les rhizobacteries, de nombreuses souches du groupe Pseudomonas
spp fluorescents montrent des activités de phytostimulation en interaction avec
différentes especes végétales (Sivasakthi et al.,2014) en plus de leur potentiel de
biocontrole de plusieurs bio-agresseurs (Walsh et al., 2000 ; Johansson et Wright,
2003 ; O'Callaghan et al., 2006 ; Fang et al., 2007 ; Someya et al., 2007). Leur
utilisation en qualité de bio-pesticide, certes dépend de leurs mécanismes d’action,
mais aussi de leur efficacité (compétence rhizospherique) dans des conditions
pratiques. Cependant, la qualité des inocula bactériens a travers leurs formulation,
est une étape indispensable a la réussite de ces procédures biologiques (Digat,
1988 ; Martinez-Alvarez et al., 2016).

[I.  Formulation des Pseudomonas spp fluorescentes

La mise en ceuvre d’'un agent de lutte biologique formulé dans des systemes
de culture de serre ou des grandes cultures et le traitement des semences ou le
revétement des semences en utilisant les PGPR semble étre une méthode réalisable
(Prathuangwong et al., 2008). Un produit formulé doit étre économique a produire,
facile & appliquer dans le systeme de production végétale, efficace avec un nombre
suffisant de cellules viables lorsqu'il est utilisé, stable au stockage et l'activité de
biocontréle doit étre comparables a des cellules fraiches de I'agent (Prathuangwong
et al., 2013).

Bien que divers types de formulations de Pseudomonas aient été développés
par plusieurs auteurs (Dandurand et al., 1994 ; Moenne-Loccoz et al.,, 1999 ;
Commare et al., 2002; Rajappan et al., 2002; Senthil et al., 2003 ; Bora et al., 2004 ;

13
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Mathivanan et al., 2005) ,le stockage et le développement de produits commerciaux
contenant des cellules formulées viables de Pseudomonas a été limité (Dietrich et al.,
2016).

Le succes de toute formulation dépend de l'aptitude des matiéres de support
et de la durée de conservation du bioagent dans la formulation. Aprés tout, un
matériau de support devrait fournir des conditions favorables pour des bactéries qui
maintiendront une survie a long terme et amélioreront I'activité de contréle biologique

des antagonistes (Patil et al., 2013).

La plupart des biopesticides bactériens sont produits par une fermentation
liquide & grande échelle, bien que la production in vivo et la fermentation du substrat
solide aient été utilisées pour des produits de niche particuliers. Une fois la
fermentation terminée, les bactéries sont concentrées et formulées en produits, qui
doivent avoir une stabilité dans le stockage et étre susceptibles d'une application a
grande échelle. Le contréle de la qualité est nécessaire tout au long du processus de
production pour assurer un produit final cohérent (Jackson., 2017). Des biopesticides
bactériens ont été produits dans des formulations séches, telles que poudres
mouillables et granules, ainsi que dans des concentrés liquides pour répondre a des
besoins spécifiques du marché (Jackson, 2017).

Il existe plusieurs techniques de séchage des microorganismes appliquées a
I’échelle industrielle a savoir I'atomisation (Bucio et al., 2005; Coulibaly et al., 2011),
la fluidisation (Li et al., 2004) et la lyophilisation (Rey, 1965 ; Perry, 1998 ; Palmfeldt
et al., 2003 ; Zhao and Zhang, 2005 ; Nanasombat and Sriwong, 2007; Coulibaly et
al., 2009).

Il.1. La lyophilisation

La lyophilisation a été réalisée pour la premiere fois en 1890, est considéré
comme l'une des plus anciennes méthodes de conservation des aliments et des
herbes (Oetjen et Haseley, 2004). Cependant cette méthode de formulation a évolue
en fonction du temps en accordant des avenages a plusieurs domaine tel que : la
conservation des produits pharmaceutiques (Franks, 1998 ; Garcia, 2011), la
conservation des produits biologique (Franks, 1998 ; Garcia, 2011; Dietrich et al.,
2016) et la conservation des aliments thermosensibles (Tse-Chao Hua et al., 2010).

14
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La lyophilisation est une technique de séchage la plus répandue et la plus
courante pour la conservation des micro-organismes (Franks, 1998 ; Walsh et al.,
2001 ; Morgan et al.,, 2006 ; Liu et al., 2009 ; Garcia, 2011 ; MputuKanyinda et
al.,2012). Elle est appropriée pour la production de cultures bactériennes
concentrées avec l'avantage que le matériel séché peut étre stabiliser, stocké a
température ambiante pour de longues périodes et facilement transporté (Harrison
and Pelczar, 1963 ; Souzo, 1992 ; Palmfeldt et al., 2003 ; Coulibaly et al., 2009;
Morgan and Vesey, 2009 ; Dietrich et al., 2016 ; Tse-Chao Hua et al., 2010) touts en
conservant I'aspect et les propriétés du produit traité (Perry, 1998). Toutefois cette
technique est la plus commode pour le séchage des Pseudomonas sp (Harrison et
Pelczar, 1963; Vidhyasekaran et al., 1997 ; Palmfeldt et al., 2003).

Le procédé de lyophilisation commence par |'étape de congélation suivie par
un séchage sous vide a basse température par sublimation, (c’est-a-dire le passage
direct de la glace a I'état de vapeur sans passer par I'état liquide) et désorption plutét
que par application de chaleur (Tse-Chao Hua et al., 2010). Cependant le processus
de la lyophilisation s’effectue en trois phases majeures: congélation de I'eau,
sublimation de la glace et désorption de I'eau de constitution.

e la congélation, ou les produits sont réfrigérés a des températures de I'ordre

de -20 °C a -80 °C ; I'eau se transforme alors en glace.

e la dessiccation primaire, sous vide, qui consiste a sublimer la glace libre

(interstitielle), donc sans effet d’ébullition (pas d’eau en phase liquide).

e la dessiccation secondaire, qui permet d’extraire par désorption les molécules
d’eau piégées a la surface des produits séchés (Perry, 1998 ; Zhao and
Zhang, 2005 ; Nanasombat and Sriwong, 2007 ; Coulibaly et al., 2011).

En outre, plusieurs auteurs (Heckly, 1985 ; Carvalho et al., 2004 ; Montel
Mendoza et al., 2014) ont indiqué que les micro-organismes appartenant a
différentes especes et souches peuvent présenter une sensibilité différente a la
lyophilisation (Dietrich et al., 2016). Malgré tout, la congélation et le séchage sont
connus pour blesser les différents produits biologiques (Hurst, 1977). D’ou I'un des
inconvénients les plus importants de la lyophilisation est la perte de viabilité
(Wagman, 1960 ; Morgan et al.,2006 ; Schwab et al., 2007 ; Garcia, 2011 ; Shafiei et
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al., 2013) pendant le traitement ainsi que pendant le stockage ultérieur (Tsvetkov et
Brankova, 1983 ; Potts, 1994 ; Castro et al.,1995 ; Miyamoto-Shinohara et al., 2000).

II.L1.1. Impactes de la lyophilisation

La lyophilisation est largement utilisée pour la conservation de diverses
substances biologiques, s'est révélée tres nuisible a de nombreuses espéces
bactériennes (Fry, 1954). Puisque les molécules d'eau contribuent a la stabilisation
des protéines, de I'ADN et des lipides ainsi que conférant l'ordre structurel aux
cellules, I'élimination de l'eau (en particulier l'eau liée) affecte la viabilité
(Santivarangkna et al., 2008). Tous les sites cellulaires tels que la paroi cellulaire, le
chromosome, les ribosomes, les membranes (Hurst, 1977 ; Shafiei et al., 2013) et les
enzymes (Shafiei et al., 2013) sont soumis a des traitements physiques tels que la
congélation et le séchage (Hurst, 1977).

Cependant, au cours d'un tel traitement, les cellules bactériennes sont
exposées a des processus de congélation et de séchage qui soumettent les cellules
aux contraintes de concentration élevée de solutés, y compris des extrémes de pH, a
des basses température, a la formation de cristaux de glace et a I'élimination d'eau
de la cellule (Zhao and Zhang, 2005).

Différentes especes présentent un degré différent de survie a la lyophilisation
(Font de Valdez et al.,, 1983). Comparativement aux bactéries gram-positives, les
bactéries gram-négatives présentent généralement un taux de survie plus faible
apres lyophilisation (Miyamoto-Shinohara et al., 2000). De méme, les spores sont
plus résistantes a la lyophilisation que les cellules végétatives (Morgan et Vesey,
20009).

Les bactéries gram-négatives tel que les Pseudomonas (chlororaphis,
fluorescens, etc.) sont tres sensibles a toutes formes de séchage surtout en
I'absence des composés protecteurs. Car pendant la lyophilisation les cellules sont
soumises a des contraintes plus importantes ce qui explique pourquoi elles sont
moins résistantes (Palmfeldt et al., 2003 ; Nanasombat et Sriwong, 2007). Cette
différence de résistance est due a la composition de leur paroi cellulaire. Les parois
cellulaires des bactéries Gram-négatives, avec une couche plus mince de

peptidoglycane (environ 5 & 10 nm) que celles de bactéries Gram-positives (environ
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20 a 80 nm) (Alberts et al., 1994 ; Beveridge, 1999 ; Lodish et al., 2000 ; Gupta,
2002), ont tendance a une rupture plus grande pendant les processus de
dessiccation et de réhydratation (Pembrey et al., 1999). L'absence de l'acide
techoique chez la bactérie gram-négative réduit sa résistance au séchage par
rapport a son homologue gram-positive. La plupart des bactéries Gram-négatives ont
des lipopolysaccharides sur leurs surfaces. Ces derniers peuvent piéger des
molécules d'eau, entrainant une baisse des taux de survie au cours du stockage a
long terme (Carlson et al., 1995 ; Crooke et al., 1998 ; Miyamoto-Shinohara et al.,
2008 ; Mputu Kanyinda et al., 2014).

Les membranes cellulaires sont souvent endommagées pendant le processus
de congélation, ou pendant la dessiccation et la réhydratation (Wolfe et Bryant, 1999).
Des changements de perméabilité ont conduit a suggérer que la lyophylisation, crée
de petits pores dans la membrane cytoplasmique (Wesche et al., 2009). Le
dommage a la membrane semble comme indiquer par une fuite de matériel
cytoplasmique (Wagman, 1960). Bien que la diminution de la teneur en eau pendant
la lyophilisation entraine certaines Iésions cellulaires (Shafiei et al., 2013), cependant
le reste de l'eau dans les cellules séchées favorise également les réactions
défavorables (Lievense et van‘t Riet , 1994). Les compositions lipidiques des cellules
lyophilisées changent habituellement en raison des réactions d'oxydation et une
diminution du rapport entre la teneur en acides gras insaturés et saturés des cellules
est observée (Castro et al., 1996 ; Coulibaly et al., 2009). Cependant la formation de
radicaux pendant les premiers jours de stockage peut étre une preuve de l'instabilité
des réactions d'oxydation des bactéries lyophilisées (Carlsen et al., 2009).

Cependant a I'état sec, les biomolécules deviennent plus sensibles a l'attaque
de l'oxygéne (Garait et al., 2005). Cette oxydation était souvent due aux especes
oxygénées réactives (ROS). Ce dernier peut endommager les protéines, modifier les
bases et les sucres dans l'acide désoxyribonucléique (ADN) (Blair, 2008). Il est
rapporté que la présence d'antioxydants augmente le taux de survie des bactéries
séchées pendant le stockage (Carvalho et al., 2003; Coulibaly et al., 2009).

Cette technique entraine des effets secondaires indésirables, tels que des
modifications de I'état physique des lipides membranaires (Shafiei et al., 2013).

Selon la théorie de Crowe et al.,(1987), I'élimination de I'eau liée a I'hydrogene de la
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bicouche de phospholipides entraine une augmentation de I'empaquetage dans le
groupe de téte des lipides membranaires (Shafiei et al., 2013) et l'altération des
protéines, entrainant la perte de viabilité cellulaire pendant le processus ainsi que
pendant le stockage ultérieur (Garait et al., 2005; Nanasombat et Sriwong, 2007).
L'oxydation lipidique des cellules membranaires a été jugée responsable de la mort
cellulaire pendant la lyophilisation et pendant le stockage (Teixeira et al., 1996 ;
MputuKanyinda et al., 2012).

Il.2. La cryoprotection

Les cyroprotecteurs (CPAs) sont d'une importance incontestable pour la survie
des cellules I'ors du processus de lyophilisation (Morgan et al., 2006 ; Coulibaly et al.,
2010) car ils peuvent agir sur les fonctions biologiques pour préserver l'intégrité de la
bicouche lipidique par le phénomene de remplacement d'eau (Coulibaly et al., 2010).

Ces (CPAs) ont deux fonctions principales pour préserver la viabilité des
cellules lyophilisées. Le premier est de fournir un résidu sec avec une structure
physique définie agissant comme un matériau de support et comme un récepteur en
réhydratation, et le second est de protéger les cellules vivantes biochimiquement
contre les dommages durant la congélation et le séchage a I'air (Berny et Hennebert,
1991).

Les milieux protecteurs de lyophilisation couramment utilisés contiennent des
solutés protecteurs tels que des disaccharides non réducteurs, des alcools de sucre
ou bien les polyols tel que : le sorbitol et le glycérol, des polysaccharides, des acides
aminés tel que le glutamate monosodique (Fonseca et al., 2000 ; Fonseca et al.,
2001) , des protéines et des mélanges complexes tels que le lait écrémé (Font de
Valdez et al., 1983 ; Tsvetkov et Brankova, 1983 ; Costa et al., 2000), des minéraux,
des sels d'acides organiques, des milieux complexes de vitamines (antioxydants)
(Champagne et al.,, 1991, Huba'lek 2003) et des macromolécules (maltodextrine)
(Béal et al., 2008). Cependant, la protection offerte par un additif donné au cours de
ces processus varie avec les especes de micro-organismes (Font de Valdez et al.,
1983).
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Les cryoprotecteurs sont groupés en deux classes selon qu’ils sont a
I'intérieur ou a l'extérieur de la cellule. On note cependant les cryoprotecteurs

intracellulaires et les cryoprotecteurs extracellulaires :

. Cryoprotecteurs intracellulaires : ce sont des substances de faible poids
moléculaire (< 100 Da) qui pénétrent a l'intérieur de la cellule. lls sont utilisés & une
concentration de I'ordre de la mol/l et agissent principalement lors d’'une congélation
lente. Le plus important représentant de cette catégorie est le glycérol (Halliwell et
Chirico, 1993 ; Crowe et al., 2001 ; Bakhach et al., 2007; Kawahara, 2008).

. Cryoprotecteurs extracellulaires : ce sont des substances de haut poids
moléculaire (>10000 Da) qui se concentrent a I'extérieur de la cellule. Ils sont utilisés
a une concentration plus faible, de I'ordre de la mmol/l, et sont indiqués lors des
congélations rapides. Parmi les molécules les plus utilisées de cette catégorie se
trouvent le lactose, le saccharose, le tréhalose, la maltodextrine, le dextrane et
'amidon (Crowe et al., 2001 ; Palmfeldt et al., 2003 ; Nanasombat et Sriwong, 2007 ;
Coulibaly et al., 2011).

Les résultats ont démontré que la congélation sans CPA affectait de facon
spectaculaire la survie des deux souches de Pseudomonas testées (P. putida et P.
fluerecsence) (Dietrich et al.,, 2016). Lorsque la souche Pfl53 a été mise en
suspension dans du saccharose, du lactose, de I'acide ligninosulfonique, du glucose
ou du lait écrémé, la viabilité a augmenté a deux décimales par rapport aux cellules
sans protection. Cet effet est également appelé hypothese de remplacement de I'eau
(Dietrich et al., 2016).

Dietrich et al. (2016), confirment que le lait écrémé et plusieurs sucres sont
des CPAs appropriées pour les Pseudomonas. Sinon, Walsh et al., (2000) et
Palmfeldt et al., (2003), ont montré qu'une combinaison de CPA différents augmente
la viabilité aprés lyophilisation. Par conséquent, les effets synergiques des différents

ingrédients du lait écrémé ne peuvent pas étre exclus (Dietrich et al., 2016).

Selon Dietrich et al., (2016), démontrent qu'aprés optimisation du processus
de lyophilisation, les Pseudomonas peuvent étre lyophilisés sans perte de viabilité.
Enfin les agents protecteurs jouent un rble important dans la conservation et la

préservation de la viabilité des cellules bactériennes. D’ou un bon protecteur doit
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fournir une cryoprotection aux cellules pendant le processus de congélation, étre
facilement séché, et fournir une bonne matrice pour permettre la stabilité et la facilité
de la réhydratation (Zhao et Zhang, 2005).

En outre, La survie des cellules bactériennes pendant le processus de
lyophilisation dépend de nombreux facteurs, y compris les conditions de croissance
(Palmfeldt et Hahn-Ha'gerdal, 2000) , Le milieu protecteur (Font de Valdez et al.,
1983), du milieu lyophilisant (Morichi, 1970 ; Font de Valdez et al., 1983), de I'état
physiologique des cellules (Broadbent et Lin, 1999 ; Palmfeldt et al., 2003 ; Shafiei et
al., 2013), du taux de congélation (Peter et Reichart, 2001), des paramétres de
lyophilisation, des conditions de réhydratation (Sinha et al., 1982 ; Font de Valdez et
al., 1985a, b ; Costa et al., 2000) et de la concentration cellulaire initiale (Bozoglu et
al. 1987 ; Costa et al., 2000 ; Palmfeldt et al., 2003).

Ill. La Tomate
I1.1. Généralités

La tomate (lycopersicon esculentum) est une espéce de plante de la famille
des solanacées (Polese, 2007). Cette famille regroupe d'autres espéces qui sont
également bien connues, telles que la pomme de terre, le tabac, le poivron et
l'aubergine (Naika et al., 2005). Compte tenu de son importance économique, elle
est l'objet de nombreuses recherches scientifiques et est considérée comme une

plante modéle pour les études scientifiques (Chougar, 2011).
[1l.2. Historique

La tomate, inconnue dans le Vieux Monde jusqu'au xvi e siécle (Blancard et al.,
2009) et originaire des Andes d'Amérique du Sud fut domestiquée au Mexique, puis
introduite en Europe en 1544. De I3, sa culture s'est propagée en Asie du Sud et de
I'est, en Afriqgue et en Moyen Orient (Naika et al., 2005). En Algérie, ce sont les
cultivateurs du sud de I'Espagne (Tomateros) qui I'ont introduit car les conditions
climatiques lui sont propices. Sa consommation a commencé a partir de I'année
1905 dans la région d’Oran puis elle s’est étendue vers le centre surtout dans le
littoral algérois (Latigui, 1984).
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[11.3. Nomenclature et classification

Les botanistes modifierent a plusieurs reprises les noms de genre et d’espéece
attribués a la tomate. Elle a été classée par Linné en 1753, comme Solanum
lycopersicon. D’autres botanistes lui ont attribué différents noms : Solanum
lycopersicon, Solanum esculentum, Lycopersicon licopersicum. Finalement
Lycopersicon esculentum Mill., lui a été attribué par Philip Miller en 1754 et a été
retenu (Munroe et Small, 1997). Le nom de genre « Lycopersicon » est gréco-latin, il
signifie « péche de loup ». Le nom d'espéce « esculentum » vient du latin et veut dire

« comestible » (Blancard et al., 2009).

Cronquist, (1981) ; Gaussen et al. (1982), proposerent la classification de la

tomate qui est largement suivie :

Regne : Plantae

Sous regne : Trachenobionta
Embranchement : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae

Ordre : Solanales

Genre : Solanum ou lycopersicon

Espéce : lycopersicon esculentum Mill.
l11.3.1. Classification variétale de la tomate

La tomate cultivée, Lycopersicon esculentum, appartient a la famille des
Solanacées. C'est une espece diploide, avec 2n = 24 chromosomes (Blancard et al.,
2009), peut étre classé d’aprés ces caractéres morphologiques et botaniques dans
les variétés sont tres nombreuses. A cet effet, ces derniéres peuvent étre classées
selon leur croissance qui peut étre du type indéterminé ou du type déterminé (Polese,
2007; Snoussi, 2010).

a) Les variétés a port indéterminé : Les variétés utilisées pour la production
en frais sont principalement de type indéterminé. La plante ne cesse de croitre en
hauteur jusqu’a épuisement de toutes les réserves. Parmi ce type de croissance, il
existe :
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- Les variétés fixées dont les caractéristiques génotypiques et phénotypiques
se transmettent pour les générations descendantes ou on peut citer les
variétés les plus utilisées en Algérie telles que la Marmande et la Saint Pierre
(Snoussi, 2010).

- Les Hybrides qui du fait de I'effet hétérosis, présentent la faculté de réunir
plusieurs caracteres d’intérét (bonne précocité, bonne qualité de résistance
aux maladies et aux attaques parasitaires et donc bon rendement) .Ces
hybrides ne peuvent étre multipliés vu qu'ils perdent leurs caractéristiques
dans les descendances (Polese, 2007) .On peut citer les hybrides
homologués qui sont les plus utilisés en Algérie: ACTANA, AGORA, BOND,
NEDJMA ,TAFNA, TAVIRA, TOUFAN, TYERNO et ZAHRA. .

b) Les variétés a port déterminé: il n'y a que deux feuilles entre les
inflorescences. La croissance de la tige s’'arréte avec I'apparition de l'inflorescence
terminale et ce aprés avoir formé un certain nombre de bouquets variable selon les
variétés (04 a 06 bouquets). Pour ce type de croissance l'intervention de I'agronome
reste sans intérét puisque la croissance des plantes s’arréte toute seule aprés avoir
formé une inflorescence au sommet de la tige (Polese, 2007). Pour ce type de
croissance également, on retrouve des variétés fixées et des Hybrides (Snoussi,
2010).

- la variété AICHA comme variété fixée (Snoussi, 2010).

-+ les hybrides homologués les plus utilisés en Algérie, ils se résument
comme suit : FAROUNA, JOKER, ,LUXOR, SUPER RED, TOMALAND, TOP
48, SUZANA, ZIGANA ZERALDA (Snoussi, 2010).

lIl.4. Description botanique du plant de la tomate

La description botanique du plant de tomate est faite selon Naika et al., (2005),
(Tableau 01).
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Tableau 01 : Description botanique du plant de la tomate.

Racine Forte racine pivotante qui pousse jusqu'a une profondeur de 50 cm ou
plus. La racine principale produit une haute densité de racines latérales et
adventices (Naika et al., 2005).

Tige La tige pousse jusqu'a une longueur de 2 a 4 m. La tige est pleine,
fortement poilue et glandulaire (Naika et al., 2005).

Feuillage Feuilles disposées en spirale, 15 a 50 cm de long et 10 a 30 cm de large.
Les folioles sont ovées a oblongues, couvertes de poils glandulaires (Naika et
al., 2005).

Fleurs L'inflorescence est une cyme formée de 6 a 12 fleurs. Le pétiole mesure

entre 3 et 6 cm. Les fleurs sont bisexuées, mesurent entre 1,5 et 2 cm de
diamétre. Elles poussent opposées aux - ou entre les feuilles. Les sépales
sont persistantes. En général il y a 6 pétales qui peuvent atteindre une
longueur de 1 cm, qui sont jaunes et courbées lorsqu'elles sont mares. Iy a
6 étamines et les anthéres ont une couleur jaune vif et entourent le style qui a
une extrémité stérile allongée. En général la plante est autogame, mais la
fécondation croisée peut avoir lieu (Naika et al., 2005).

Fruit Baie charnue, de forme globulaire ou aplatie avec un diamétre de 2 a 15 cm.
Lorsqu'il n'est pas encore mdr, le fruit est vert et poilu. La couleur des fruits
mdrs varie du jaune au rouge en passant par lI'orange. En général les fruits
sont ronds et réguliers ou cételés (Naika et al., 2005).

Graines Nombreuses, en forme de rein ou de poire. Elles sont poilues, beiges, 3
a 5 mm de long et 2 a 4 mm de large. L'embryon est enroulé dans
I'albumen.1000 graines pésent approximativement 2,5 a 3,5 g (Naika et al.,
2005).

l1l.5. Importance nutritionnels du fruit de la tomate

La tomate est appréciée pour sa fraicheur et constitue la base ou la garniture
de toutes sortes de plats, qu'elle soit crue ou cuite. Son utilisation en sauces est
ancienne, en particulier en Italie. L'industrie de transformation propose des
préparations nombreuses et variées : concentré, jus, tomates pelées, tomates
concassées, etc. Du fait de son niveau de consommation relativement élevée
(Blancard et al., 2009), la consommation des fruits de la tomate contribue a un
régime sain et equilibré. Les fruits sont riches en minéraux, en vitamines, en acides
aminés essentiels, en sucres ainsi qu'en fibres alimentaires. La tomate contient
beaucoup de vitamines B et C, de fer et de phosphore (Naika et al., 2005).
(Tableau 2).
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Tableau 02 : valeur nutritionnelle moyenne pour 100g de tomate (Favier et al., 2003).

Comportement de la tomate crue valeur nutritionnelle de 100 grammes
Eau 93.80g
Valeur calorique 19 K cal
Eléments énergétiques Protides 0.80g
Glucides 3.50g
Lipides 0.30g
Vitamine A 0.00mg
Vitamine B1 0.06mg
Vitamines V?tam?ne B2 0.05mg
Vitamine B6 0.00mg
Vitamine C 18.00mg
Vitamine PP 0.60mg
Fer 0.40mg
Calcium 9.00mg
Magnésium 11.00mg
_ Phosphore 24.00mg
Minéraux Potassium 226.00mg
Sodium 5.00mg
Soufre 11.00mg
Zinc 0.24mg
Chlore 40.00mg
Fibres 1.20g
Cellulose 0.60g

l1l.6. Importance économique, superficies et production de la tomate

La tomate est, apres la pomme de terre, le légume le plus consommé dans le
monde, soit frais soit apres transformation (Blancard et al., 2009). Comme c'est une
culture a cycle assez court qui donne un haut rendement, elle a de bonnes
perspectives économiques et la superficie cultivée s'agrandit de jour en jour (Naika et
al., 2005). Elle est cultivée sous toutes les latitudes dans des conditions tres variées
(climats, modes de production...etc), ce qui démontre une grande plasticité originelle
(Blancard et al., 2009).

La production mondiale de tomates a progressé régulierement au cours du
xxe siecle et s'est accrue considérablement durant les trois derniéres décennies. Elle
est passée dans les environ de 50 millions de tonnes en 1978 a 74 millions de tonnes
en 1992, 95 millions de tonnes en 1998 et a atteint 170 millions en 2014 (FAOSTAT,
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2017). Cependant la production enregistrée durant I'année 2014 a atteint exactement
170 750 767 de tonnes dans le monde entier et 1 065 609 tonnes en Algérie
(FAOSTAT, 2017).

L’évolution des superficies et des productions durant la période de 2007
jusgu’au 2014 en Algérie est donnée dans le tableau 03 ci-dessous :

Tableau 03 : Evolution des superficies et le rendement de tomates fraiches en
Algérie de 2007 au 2014 (FAOSTAT, 2017).

Année Superficie (ha) Production (tonne)
2007 20 079.00 567 313.00
2008 19 655.00 559 249.00
2009 20 789.00 641 034.00
2010 21 358.00 718 235.00
2011 20 575.00 771 606.00
2012 21 542.00 796 963.00
2013 22 497.00 975 075.00
2014 22 646.00 1 065 609.00

l1l.7. Exigences écologiques et climatiques de la plante

La tomate n'est pas trés exigeante en ce qui concerne la pluviosité. Elle
préfere des périodes seches avec un apport d'eau par irrigation : elle requiert un
apport d'eau de 5 mm par jour de la plantation a la floraison et 10 mm par jour de la
floraison a la récolte (Nyabyenda, 2007). Par contre, elle est exigeante pour la
lumiére qui est un facteur écologique fondamental qui intervient dans la
photosynthese. Le manque de lumiére peut inhiber l'induction florale et géner la
germination du pollen (Chibane, 1999). La tomate se développe a des températures
dont I'optimum se situe entre 13 et 20 °C pendant la nuit et entre 20 et 27 °C pendant
la journée. Pour obtenir une bonne production, un écart de 6 a 7 °C entre les
températures diurnes et les températures nocturnes est nécessaire au moment de la

floraison.

La tomate n'est pas trés exigeante en ce qui concerne les sols, pourvu qu'ils
soient fertiles et bien drainés (Nyabyenda, 2007), La tomate est classée parmi les
plantes a tolérance modérée vis-a-vis de la salinité (Morad et Martinez, 1999).Sa
tolérance vis-a-vis de I'acidité est trés élevée. La tomate tolere modérément un large
intervalle de valeurs du pH, mais, pousse le mieux dans des sols ou la valeur du pH
varie entre 5.5 et 6.8 (Naika et al., 2005).
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111.8. Cycle biologique de latomate

D’apres Philouze et Laterrot (1992), le cycle végétatif complet de la graine a la
graine de tomate varie selon les variétés, I'époque et les conditions de culture; mais il
s’étend généralement en moyenne de 3,5 a 4 mois du semis, jusqu’a la derniére

récolte (7 a 8 semaines de la graine a la fleur et 7 a 9 semaines de la fleur au fruit).
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PARTIE I MATERIEL ET METHODES

Notre travail qui porte sur l'effet de la bactérisation par Pseudomonas
fluorescents lyophilisées sur la stimulation de la croissance de la tomate a été réalisé
au niveau du laboratoire de mycologie du dépatement des biotechnologies
(université de Blida 1).

L'objectif de notre travail a été orienté vers la mise en évidence de I'effet de la
lyophilisation et la cryoprotection sur la stabilité et I'efficacité de trois souches de
Pseudomonas spp. fluorescents (BB9, BB10 et F21) employées dans la stimulation
de la croissance des plants de tomates tout en évaluant la biostimulation de la
germination et les parameétres de croissance ainssi que le dosage de la chlorophylle.

I. Matériel biologique
[.1. Souches bactériennes

Dans notre étude, nous avons utilisée trois souches bactériennes (BB9, BB10
et F21) de Pseudomonas spp. fluorescents qui proviennent de la collection
bactériennes du laboratoire de mycologie du d’épatement des biotechnologies
(université de blida 1). Ces souches ont été isolées a partir de la rhizosphére de
qguelques arbres fruitier du sud Algériens (Tableau 04), identifiées, lyophilisées (avec
et sans cryoprotection) par notre promotrice M™ Benoussaid chez CWBI (Centre
Walon de Biologie Industrielle, laboratoire de bioindustrie Gembloux Belgique sous la
direction du Pr Philipe Thonart) et stockées dans des sacs opaques sous vide.

Tableau 04: Caractéristigues des souches de Pseudomonas spp. fluorescents

utilisées.

Souches Origine Caractéristiques

Sid Hen | IAA | Phz | Phos Cwe
Pr | Ch | Ce | Pe | Pro

BB9 Palmier + + + + + + + - - +
P.putida dattier

BB10 Palmier | + + + - + + + - - +
P.sp dattier

F21 Palmier + + + + + + + - - +
P. fluorescens | dattier

Siderophores (Sid), acide cyanhydrique (HCN), Acide Indole 3-Acétique (IAA), phosphatase (Phos), Phenazines
(Phz), enzymes de dégradations de parois cellulaire (Cwe), protéase (Pro), chitinase (Ch), cellulase (Ce),
pectinase (Pe).
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[.2. Le sol

Le sol utilisé dans notre expérimentation a été prélevé au niveau de la station
expérimentale du département des biotechnologies (Université de Blida 1), a partir

d’une serre non cultivé.
1.3. Matériel végétal

Les essais de la promotion de la croissance végétale ont été réalisés avec
deux variétés de La tomate (lycopersicon esculentum Mill): Marmande et Saint Pierre.

La semence de la variété Saint Pierre (fixée génétiguement, originaire de
France) a été fournie par la station expérimentale du département de biotechnologie
(université de Blida 1).

La semence de la variété Marmande (fixé génétiquement, homologuée et

certifiée) destinée a I'essai est fournie par I''TCMI (Annexe 01).
II. Méthodes

[I.1. Vérification de la pureté des souches

Des petites quantités des souches lyophilisées ont été réhydratées (Figure 04)
dans des tubes a essaye contenant 9 ml d’eau distillée stérile. Une goutte de chaque
échantillon prélevé a I'aide de la boucle d’une once a été ensemencé par épuisement
sur boitte de Pétrie contenant un milieu King B (King et al., 1954) (Annexe2). Ces
derniéres ont etét incubées a 23°C pendant 24h.
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spp. fluorescents .

Le repiquage des souches fraiches stockées sous forme de créme dans un

milieu KB incliné a 4°C a été effectuée sur milieu solide KB en boite de Pétri et
incubées a 23°C pendant 24h (Figure 05).

i;um}‘\‘ 2|k ke P
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LRl
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Figure 05: Purification des souches fraiches de Pseudomonas spp. Fluorescents.
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La pureté des souches testées a été vérifiée en réalisant plusieurs repiquages
successifs en les incubant a 23°C séparées d’'un intervalle de temps de 24h (Figure
06).

Figure 06: Purification successif des souches de Pseudomonas spp.
fluorescents.

[I.2. Production de sidérophores

La détection des sidérophores a été réalisé dans le milieu CAS (Chrome
Azurol S) (Annexe 02) en boite de Pétri selon les techniques d’ Alexander et Zuberer
(1991). Des cultures bactériennes de 24h sur milieu King B (King et al., 1954) ont été
déposé en spots sur la surface du milieu CAS et incubées 72h a 28°C .L’apparition
d'un halo orangeate sur le fond bleuté du milieu indique une synthése de
sidérophores (Schwyn et Neilands,1987 ; Sharma et Johri ,2003).

[1.3. Désinfection et bactérisation des semences
11.3.1. Désinfection des semences

Un gramme de graines de tomate a été pesé et mélangé avec une solution
javellisée (NaClO) a 2% pendant 10 minutes avec agitation, suivi de trois ringages
successifs avec de I'eau distillée stérile et séchées sur papier filtres stérile (Messiaen
et al., 1991)(Figure 08).
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Figure 07: désinfection des semences.

11.3.2. Préparation de la suspension bactérienne

Les suspensions bactériennes des trois souches (neuf traitement) ont été
préparées dans des tubes a essaye contenant 9 ml d’eau distillée stérile a partir des
cultures pure agées de 24 heurs cultivées sur milieu B de King (Figure 07).

A l'aide d'une pipette pasteur stérile, une petite quantité de chacune des
suspensions est pipetée, puis étalée a I'aide d’'un étaloire stérile (Figure 07). Deux
boites de pétrie ont été préparées pour chaque traitement, puis les cultures ont été
incubées a 23°C pendant 24h.
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Figure 08: Preparation d’inoculum.

Apres 24h d'incubation, la creme bactérienne de chaque culture est raclée
délicatement a l'aide d’'une once stérile et mise dans un tube contenant 9 ml d’eau
désilée stérile. La détermination de la concentration a été effectuée a l'aide d’'un
spectrophotomeétre (shimadzu) a une longueur d’'onde de A=580 nm et en I'ajustant a
10’ CFU/ml (Bliera et al., 2012). Les suspensions ainsi obtenu ferrant I'objet de
'enrobage des semences désinfectées.
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[1.3.3. Bactérisation des semences

La bactérisation des semences a été effectuée comme décrit par Anuj et al,
(2013). Pour chaque traitement, un gramme de semences a été déposé dans une
boite de pétrie en verre stérile contenant 10 ml de la suspension bactérienne
mélangée avec 0.1g de CMC (carboxymethylcellulose). Aprés 2 heures de contact,
les semences ont été reparties a raison de 30 graines sur des papiers filtres stériles
imbibés d’eau désilée stérile et placées dans des boittes de pétrie en verre stérile.
Afin d’obtenir une germination, les boites ont été recouvertes par un papier
aluminium juste pour assurer de I'obscurité ensuite incubées a 23°C. Chaque
traitement a été répliqué deux fois. Les semences utilisées comme témoins ont été

traitées selon les mémes procédures mais avec de I'eau distillée stérile (Figure 09).
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Figure 09: Bactérisation et mise en pré-germination des semences traitée.

[1.4. Le sol

Aprés tamisage, a I'aide d’'un tamis de 0.5 mm de diamétre (élimination les
éléments grossie), le sol a subit une stérilisation (deux stérilisations a 160°C pendant
60 minutes séparées d’'un intervalle de 24h) a fin d’éliminer la microflore tellurique

indigéne.

Apres refroidissement, le sol stérilisé a été mélangé avec la tourbe stérile (1/3
de tourbe + 2/3 de sol) et réparti dans des pots chemie-plast, d’'une capacité de
180 ml munis d’un orifice de drainage a leur base.

[1.5. Lieu et conditions d’expérimentation

L’expérimentation de la promotion de la croissance de la tomate a été réalisée
au niveau de la station expérimentale du département des biotechnologies
(Université de Blidal) sous serre en verre a charpente métallique de forme
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rectangulaire, dont la superficie est de 382,5 m? et d’'une hauteur de 4,5 m.
L’orientation Nord-Sud, I'aération est assurée par des fenétres placées latéralement
de part et d’autre de la serre et chauffée par des radiateurs.

Les graines germées dans les boites de pétrie, ont été transplantées dans des
alvéoles (désinfecter par I'hypochlorite de sodium 16%) de 128 trous (8X16)
contenant de la tourbe. Chacune des alvéoles est divisée en deux traitements
différents ou la transplantation a été réalisé a raisons d’une plantule par trou, avec un

arrosage quotidien (Figure 10).

Figure 10: transplantations des plantules dans des alvéoles

[1.6. Evaluation de la promotion de croissance vegeétale

Pour mettre en évidence et évaluée les effets bénéfiques de la bacterisation
sur la phytostimulation de la tomate par les Pseudomonas spp. fluorescents, nous
nous somme intéressées au suivi des parameétres de la germination et la de

croissance, ainssi que le dosage de la chlorophylle et la colonisation rhizosphéreique.
11.6.1. Taux de germination et Indice de la vigueur
11.6.1.1. Taux de germination

L’estimation du taux de germination des semences consiste a effectuer le
comptage du nombre de semences germées par rapport au nombre initial des
graines mise dans chacune des boites. Le suivi de la germination a commencé 24h
aprés la mise en boite a raison d’'une observation par jour(entre 8 h et 9 h) pour

évaluer sa cinétique. Le taux de germination a été calculé selon la formule suivante :
Taux de germination(%) = % % 100

n : nombre de graine germée
N : nombre total de graine mise dans la boite
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[1.6.1.2. Indice de la vigueur

L’indice de vigueur a été calculé pour la variété Marmande en utilisant la
formule décrite par Baki et Anderson (1973), en prélevent dix échantillons

aléatoirement de chaque boite (Figure 11).

Indice de la vigueur = pourcentage de germination x longueurs de la plantule
(longueur de la pousse + longueur de la racine).

Figure 11: Mensuration de la longueur des plantules.

I1.6.2. Suivie de la survie apres mise en alvéoles

Le suivie de la survie aprés mise en alveoles des deux variétés a été réalisé
avant la transplantation en pots, en réalisant une courbe qui représente I'évolution de

la survie et de la mortalité des plantules en fonction du temps.
[1.7. Préparation d’inoculum pour un rappel

A partir des cultures pures et jeunes de 24 heurs (neuf traitements), des
parcees de remes ont été raclées délicatement a I'aide d’un étaloire, puis mise en
suspension dans un flacon contenant 200 ml d'eau distillée stérile. Une bonne

homogénéisation a eté pratiquée.

La détermination de la concentration a été effectuée a l'aide dun
spectrophotomeétre (shimadzu) a une longueur d’'onde de A=580 nm et en I'ajustant a
10" CFU/ml (Bliera et al., 2012).

I1.7.1. Rappel de bactérisation

La suspension bactérienne de chaque traitement a été inoculée dans la tourbe
au prét des racines a l'aide d'une seringue stérile a raison de 4 ml par plantule
(Figure 12).
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L’inoculation bactérienne a été effectuée deux jours apres la mise en alvéole
des plantules pour les deux variétés de tomate. Les plantules utilisées comme
témoins ont été traitées selon les mémes procédures mais avec de I'eau distillée

stérile.

Figure 12: Inoculation de la suspension bactérienne.
[1.8. Dispositif expérimental

Les essais expérimentaux in situ ont été réalisés selon un dispositif composé
de trois blocs aléatoires complets (blocl, 2 et 3) (Figure 13). Chaque bloc est
composé de dix traitements (Ti, Ty, T3, Ta, Ts, Te, T7, Ts, To, T10) COrrespondant aux
applications des trois souches bactérienness et le traitement témoin. Chaque
traitement est représenté par dix plants par bloc, soit trente plants par traitement. Le
nombre total des plantes est de trois-cent. Les traitements étudiés sont les suivants :

T1: Témoins, plants traitées avec de I'eau distillée stérile.

T,, Ts et Tg: Plants bactérisés respectivement avec les souches BB9, BB10, F21 non
lyophilisées (cremes).

T3, Te et To: Plants bactérisés respectivement avec les souches BB9, BB10, F21
lyophilisées sans cryoprotections.

T4 T; et Tio: Plants bactérisés respectivement avec les souches BB9, BB10, F21
lyophilisées avec cryoprotections.
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Figure 13: Dispositif expérimental de I'essai de la promotion de la croissance
végétale

[1.9. Parametre de croissance

Ces parametres ont été évalués uniquement pour la variété Saint Pierre.Nous avons
calculé la moyenne de chaque traitement, a travers les répétitions des blocs, en
réalisant des courbes qui représentes I'évolution des différentes parametre de
croissance étudiées en fonction du temps, des tableau et des histogrammes de

comparaison.
[1.9.1. Hauteur des des tiges

La hauteur des tiges a été mesurée a l'aide d'une regle a partir du collet
jusqu’a I'apex de la tige principale. A partir des mesures de la hauteur des tiges,
effectuée chaque 3 jours (1 jours de différance = 3 fois par semaine) pendant 35
jours, nous avons calculées la moyenne de chaque traitement, a travers les

répétitions des blocs.
11.9.2. Nombre de feuilles

Le comptage des feuilles a concerné toutes les feuilles existantes au niveau

du plant avant la coupe.
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[1.9.3. Surface foliaire

Pour déterminer la surface foliaire, nous avons choisi aléatoirement quelques
feuilles des différents traitements étudiés, sur lesquelles des petits carrés de 1 cm?
de surface, sont découpés soigneusement, pesés individuellement sur une balance
de précision ainsi le poids moyen résultant correspond a une surface de 1 cm?
Chaque groupe de feuilles, du méme plant, est pesé pour déterminer la surface

foliaire selon I'unité décrite précédemment.
11.9.4. Diametre des tiges
Le diamétre a été mesuré a I'aide d’'un pied a coulisse au niveau du collet.
11.9.5. Longueur du systéme racinaire

Pour chaque période, les plants on été dépotés ou les racines ont été lavées
(rincées) avec de l'eau de robinet courante, secouées pour éliminer le substrat
adhérant et étalées soigneusement. La longueur racinaire est mesurée a partir de

I'extrémité du chevelu racinaire en utilisent une regle graduée.
[1.9.6. La floraison

Le comptage du nombre de fleurs a concerné toutes les fleurs existantes au

niveau du plant avant la coupe.
11.9.7. La phytomasse
11.9.7.1. Poids frais et poids sec de la partie aérienne

Tout plant choisi pour subir les mensurations, est coupé au niveau du collet et
pesé immédiatement pour éviter les pertes dues a la déshydratation. Une fois le
poids frais est noté, chaque plant est coupé en fragments est mis dans un sachet en
papier et déposé dans le four Pasteur a 160°C pendant 24 h, pour déterminer son
poids sec. Les sachets ont été remis au four pasteur une deuxieme fois a 160°C
pendant 24 h, pour déterminer leurs poids sec stable et finale.
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[1.9.7.2. Poids frais et poids sec de la partie racinaire

Apres dépotage, les racines sont lavées et secouées pour éliminer le substrat
qui adhére et pesées pour déterminer le poids frais. Le poids sec a été déterminé de

la méme facon que la partie aérienne.
[1.10. Dosage de la chlorophylle

Le dosage de la chlorophylle totale (chlorophylle a et b) a été mesurée selon
la méthode de Arnon (1949) durant la deuxieme et la troisieme période végétatif, sur
les feuilles médianes de la tomate, on utilisant trois répétitions pour chaque
traitement. La méthode d’extraction consiste a une macération a I'obscurité des
feuilles (0.5 g) dans 5 ml d’acétone (80%) et centrifugé pendant 5 min a 4 000 tour /
min. Les extraits ont été filtrés a I'aide d’'un papier filtre et I'absorbance a été mesurée
a deux longueurs d'ondes (649 et 665 nm). La teneur en chlorophylle totale
(chlorophylle a et b) a été calculée et exprimée en poids de feuille umol / g. La

détermination des teneurs a eté réalisée selon les formules :

- Chlorophylle a (ug/g MF) = [12,21x DOgs) — 2,79% DO(sag)]x V/ (1000x W).

- Chlorophylle b (ug/g MF) = [21,21x DOgag) — 5,1x DOees) ]x V/ (1000x W).

- Chlorophylle totale (a+b) (ug/g MF) = [18.42X DOag)+ 7,11x DOess))x V/
(1000x W).
V: Volume de la solution extraite.
W: Masse de la matiére fraiche.

[I.11. Colonisation rhizosphereique

A la fin de notre expérimentation et dans le but d'évaluer le pouvoir
colonisateur des souches bactériennes, apportées lors des opérations de
bactérisation, nous avons veérifié linstallation des bactéries au niveau des
rhizosphéres des plants étudiés. Un fragment de racine est prélevé au niveau de
chaque traitement et de chaque bloc, suivi de plusieurs ringcages avec I'eau distillée
stérile et séché séparément sur papier filtre stérile. Chaque fragment a été déposé
aseptiguement sur le milieu B de King dans des boites de Pétri (Figure 14). Les
observations ont été effectuées 24 h a 48 h apres incubation a 23°C.
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Figurel4 : Colonisation rhizosphereique.

[1.12. Analyse statistique :

L’'analyse statistique a été réalisé avec le logiciel SYSTAT (version 13, 2009).
Tous les paramétres analysés ont fait I'objet d’'une analyse de variance (ANOVA) et
les moyennes sont comparées par le test de Newman-Keuls au risque d’erreur a=5%.
Les gains en croissance (pourcentage) obtenus ont été calculés selon la formule :

[(Traitement bactérisé X 100/ témoin)-100]
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I. Resultats et interpretation

I.1. La détection des sidérophores.

La production des sidérophores par les trois souches de Pseudomonas spp.
fluorescentes (BB9, BB10 et F21) est confirmée par un changement de couleur du
milieu chrome azurol (CAS) aprés 72h d’incubation (Figure 15). Le test CAS est
positif seulement pour les isolats frais et lyophilisés avec cryoprotection. Concernant
la souche F21(Fr), elle a pu formée le plus grand halo orangé par rapport aux autres
souches. Contrairement le teste CAS est négative pour les souches lyophilisées sans
cryoprotection (BB9, BB10 et F21) se qui confirme I'absence de la production des
sidérophores. Cependant le virement de la couleur bleu a I'orange résulte d'une

chélation ou une élimination du Fe** du colorant chrome par les sidérophores.

= F2| Fraiche

Figure 15: Test CAS pour la détection des sidérophores.

Le test CAS est le dosage universel pour la détection des sidérophores. Le
principe de ce dosage est basé sur un changement de couleur du CAS du bleu vers
a l'orange résultant de I'élimination des sidérophores du Fe*" du colorant azurol au
chrome (Guan et al., 2001). Cependant nos résultats sont confirmés par I'étude de ;
Bhattacharya (2010), Sreedevi et al., (2014) et Bholay et al., (2012), dans lequel le
test CAS effectués aux Pseudomonas spp. fluorescents est positif par le virement de

la couleur bleu du milieu vers I'orange.
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[I. Evaluation de la biostimulation de la germination.
Il.1. Cinétique du taux de germination :
- Saint pierre

D’apres les résultats obtenus pour le taux de germination des graines de la
variété Saint Pierre, nous enregistrons une différence significative entre les plants

bactérisés et le témoin (p=0.01) (Annexe 03).
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Figure 16: Evolution du taux de germination (%) des graines de la variété Saint
Pierre.

Selon nos résultats (Figurel6, Annexe 04), le taux de germination des
graines de la variété Saint pierre n'a démarré qu’aprés le deuxieme jour d’incubation
pour les différents traitements y compris le témoin. Au bout du troisieme jour, nous
constatons que le taux de la germination des différents traitements est supérieur au
témoin sauf pour les deux traitements bactérisés par la souche BB9(SP) (8.33%) et
BB10(SP) (30%), ol nous avons pus remarquer un ralentissement trés apparents
chez la souche BB9(SP) a partir du deuxiéeme jour jusqu’'au cinquiéme jour.
L’avantage d’'une évolution de germination trés rapide est apparent surtout au niveau

des graines traitées avec la souche F21 (AP).

Au bout du quatrieme jour d’incubation, nous avons enregistré des taux de

germination les plus élevés atteignant le maximum par les graines bactérisées par la
souche BB9(AP) (83.33%) et la souche F21(AP) (81.76%). La stabilité de I'évolution

du taux de la germination a commenceé le quatrieme jour pour les deux derniers
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traitements. Apres le cinquiéme jour une stabilité de I'évolution du taux de

germination est signalée pour les différents traitements y compris le témoin.

L’'analyse de la variance du taux de la germination des graines de la variété
Saint Pierre effectuée lors du sixiéme jour, n'a montré aucune différance significative
entre les traitements étudiés (p=0.932) (Annexe 05). A cette période le taux le plus
élevé (91.67%) a été enregistres chez les traitements BB9 (Fr) et BB10 (SP), et le
taux minimale (85%) a eté enregistré par le témoin et les traitements bactérisés par
les souches BB9(SP), BB10(Fr) et F21(Fr).

Cependant le teste de Newman-Keuls effectué sur les différentes traitements
étudiés, classe ces derniers en un seul groupe (a) (Annexe 06).

-  Marmande

L’'analyse de la variance du taux de la germination des graines de la variété
Marmande montre une différance tres hautement significative entres les différents
traitements (p=0.00) (Annexe 07).
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Figure 17: Evolution du taux de germination (%) des graines de la variété Marmande.

D’aprés les résultats (Figurel7, Annexe 08), nous remarquons que le taux de
germination des graines de la variété Marmande n’a démarré qu’'aprés le troisiéme
jour d’'incubation pour les différents traitements, sauf pour les graines traitées avec la
souche BB10(SP) qui n'a démarr qu”’aprés le quatrieme jour. Dans cette période,
nous remarquons une évolution trés intense du taux de germination des graines

traitées par les différentes bactéries organisées du plus grand taux au plus petit :
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F21(AP) (91.67%), BBI(Fr) (88.33%), BB1O(AP) (75%), F21(Fr) (66.67%) et BB10
(Fr) (51.67%).

Au cours du cinquieme jour, le taux de germination atteint sont maximum
(100%) chez les traitements bactérisés par les deux souches F21(Fr) et F21(AP)
suivie par BB9(Fr) et BB10(AP) lors du sixieme jour, puis par BB10(Cr) le septiéme
jour. En cette derniére période, il a été remarqué que les graines bactérisées par les
souches BB9(SP) (75%) et BB10(SP) (66.67%), leurs taux de germination est

inferieur au témoin (85%).

A partir du huitieme jour le taux de germination attient son maximum pour les
différents traitements bactérisés, sauf pour les graines bactérisés par la souche
BB10O(SP) (98.33%) qui a pu se stabiliser jusqu’aux dixiemes jours.

L’'analyse de la variance du taux de la germination des graines de la variété
Marmande effectuée lors du dernier jour, montre une différance significative entre les
traitements étudiés (p=0.028) (Annexe 09). D’apres les résultats obtenus le dixieme
jour (Annexe), les graines bactérisées par les souches BB9(Fr), BB10(Fr), BB1O(AP),
F21(Fr), F21(SP) et F21(AP) ont enregistré des taux de 100%. Par contre, les
graines bactérisés par les souches BB9(SP) ont enregistrées un taux de 91.67% qui
est inferieur au témoin (96.67%).

D’apres le teste de Newman-Keuls au seuil de 5% effectuée lors du dernier
jour, tous les traitements sont classés dans un seul groupe (b) sauf les graines

bactérisés par la souche BB9(SP) est classée seul dans le groupe (a) (Annexe 10).

Il.2. Indice de vigueur :

Témoins

Figure 18: Effet de la bacterisation par la souche F21 sur la stimulation de la
germination des graines de tomate de la variété Marmande.
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L’'enrobage des graines avec les souches étudiées a considérablement
amélioré la germination des semences et la vigueur des plantules de tomates.
Cependant, des variations significatives sont observées dans la longueur des
pousses, la longueur des racines (Figure 18) et la vigueur des semis chez les

semences bactérisées par rapport aux témoins non traités.

L'analyse statistique concernant l'indice de vigueur, montre qu’il existe une
différence trés hautement significative entre les différents traitements étudiés
(p=0.000) (Annexe 11).
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200,00 - F21(SP)
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Figure 19: Valeur d’indice de vigueur des différents traitements.

Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes, selon le test de Newman-Keuls au
risque a=5%.

D’apres les résultats (Figure 19, Annexe 12) , les traitements bactérisés avec
les souches BB9(Fr) et BB10O(Fr), affichent respectivement les plus grandes valeures
d’indice de vigueur de 1313.50 et 1315 observée lors du dixieme jour. Cependant, la
valeur la plus faible marquante en indice de vigueur est de 650,38 apparente chez
les traitements bactérisés par la souche BB9(SP).

Selon le test de Newman-Keuls (a=5%), nous constatons I'existence de quatre
groupes homogenes (a, b, ¢ et d) (Annexe 13) représenter sur la figure (19). D’ou le
groupe (d) classe tout les traitements bactérisés par des souches fraiches et
lyophilisées avec cryoprotection dans un seul groupe. Sauf les traitements de la
souche BB9(AP) qui sont classés seuls dans le groupe (b). Cependant les

traitements bactérisés avec les souches lyophilisées sans cryoprotection sont classé
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s dans le groupe (c), sauf les traitements de la souche BB9(SP) qui est classée avec
les témoins dans le groupe (a).

II.3. Suivie de la survie et de la mortalité aprés mise en alvéoles :

Le suivie de la survie et de la mortalité apres la mise en alvéoles des plantules
des deux variétés, montre qu’il existe une différence hautement significative entre

tous les traitements étudiés (p =0.000) (Annexe 14, Annexe 16).
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Figure 20: le suivie de la survie et de la mortalité apres mise en alvéoles des
plantules de la variété Saint pierre.
Selon les résultats (Figure 20, Annexe 15), le suivie de la survie et de la
mortalité aprés mise en alvéoles des plantules de la variété Saint pierre est effectuer

durant cing jours.

Du premier au deuxiéeme jour de la transplantation, nous remarquons une
réduction en nombre de graines germées des différant traitements, ou un
rabaissement aigué de 7 plantules est observée chez les plantules traitées par la
souche F21(SP), cela et due a l'exposition des plantules aux facteurs semi

controlées de la serre.

Cependant du deuxiéme au troisiéme jour, une continuation en réduction en

nombre de graines traitées par BB9(Fr), BB9(AP) et les graines non bactérisées.
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Durant cette période la, une reprise est apparue chez les graines bactérisées
par F21 (Fr), F21 (AP) et BB10 (AP), sauf les graines bactérisées par la souche BB9

(AP) dans laquelle la reprise est observée lors du jour suivant.

A partir du troisieme au cinquiéme jour, une stabilité en nombre est remarquer

chez la plus part des traitements étudiées.

-Marmande
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Figure 21: Le suivie de la survie et de la mortalité aprés mise en alvéoles des
plantules de la variété Marmande.

Selon les résultats (Figure 21, Annexe 17), le suivie de la survie et de la

mortalité aprés mise en alvéoles des plantules de la variété Marmande est effectuer

durant scinque jours.

Du premier au deuxieme jour de la transplantation, nous remarquons une
réduction en nombre de graines germées des différents traitements sauf pour les
traitements de la souche F21(Fr) dans laquelle une stabilité est remarquée durant
toute la période du suivie. Dans cette période, un rabaissement aigué est observé

chez les graines non bactérisées (témoins).

Cependant du deuxiéme au troisiéme jour, une continuation en réduction en
nombre de graines traitées par la souche F21 (AP). A cette période la, une stabilité
en nombre de graines est remarquer chez la plus part des traitements étudiées

jusgu’au cinquiéme jour.
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[ll. Evaluation des parametres de croissance

Les parametres de croissance étudiés sur la tomate sont évalués pendant
trois périodes différentes, la premiére apres 33 jours de la bactérisation, la deuxiéme
apres 42 jours de la bactérisation et la troisieme aprés 58 jours de la bactérisation.

Nous remarquons en genérale, une efficacité de la stimulation des paramétres
de croissance apparentes chez touts les plants subissant des traitements de

bactérisation par rapport aux plants témoins non bactérisées.

l1l.1. Cinétique de croissance

Les mesures de la hauteur des tiges apres I'établissement des courbes de
tendances, montrent qu'il existe une différence significative entre tous les traitements
étudiés (p =0.01) (Annexe 18) pendant une période de 35 jours.
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F21(SP)
F21(AP)
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J 2 J3 B J7 J10 J12 J14 J1v J19 J21 J25 J28 J31 135

Figure 22: Evolution de la hauteur des tiges des différents traitements en fonction
des jours.

D’aprés les résultats (Figure 22, Annexe 19), les plantes bactérisées avec les

différents traitements montrent des longueurs de tiges supérieures a celle des plants
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non bactérisés. Dans lesquels les plants bactérisés avec des souches fraiches et
lyophilisées avec cryoprotection enregistrent les hauteurs les plus élevées au cours

des 35 jours par rapport aux plants bactérisés avec des souches lyophilisées sans

cryoprotection.

Pour le dernier jour, nous enregistrons une différence hautement significative
entre les différents traitements (P=0.00) (Annexe 20), dans lesquels les plants
bactérisés avec la souche BB10(Fr) montrent les hauteurs les plus élevées avec une

moyenne de 35.05 cm, par rapport aux plants témoins (26.02 cm).

[1l.2. Hauteur des tiges :

D’apres les résultats obtenus pour la hauteur des tiges, nous enregistrons une
différence hautement significative durant les trois périodes entre les plants bactérisés

et les plants témoins (p<0.05) (Annexe 20).
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Figure 23: hauteur des tiges des différant traitements lors des trois périodes.
Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes, selon le test de Newman-Keuls au
risque a=5%.

D’apres les résultats obtenus (Figure 23, Annexe 21), les plants bactérisés
avec la souche F21(Fr) montrent les hauteurs les plus élevées durant les trois
périodes situées consécutivement (16.85 cm, 26.77 cm et 38.19 cm),
comparativement aux plants non bactérisés marquant les hauteurs les plus faibles
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durant la premiere, la deuxieme et la troisieme période respectivement: 9.00 cm,
15.34 cm et 29.33 cm.

Durant les trois périodes, les hauteurs des différents traitements sont classées
selon le test de Newman-Keuls (a=5%) (Figure23, Annexe 21). Pour la premiére
période, les traitements sont classés en trois groupes (a, b et c), alors que durant la
deuxiéme et la troisieme période, ils sont classés en quatre (a, b, ¢ et d) et huit (a, b,
c, d, e, f, g et h) groupes respectivement.

[11.3. Longueurs des racines :

Les mesures de la longueur des systemes racinaires effectuées lors des trois
périodes respectivement montrent une différance hautement significatives entres les
traitements étudiés (p=0.00) (Annexe 20).
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Figure 24: longueur du systéme racinaire des différents traitements lors des trois

périodes.
Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes, selon le test de Newman-Keuls au
risque a=5%.

Selon les résultats obtenus (Figure 24, Annexe 21), les meilleur résultats sont
enregistré durant les trois périodes avec des longueurs de 19.66 cm, 19.86 cm et
21.28 cm successivement apparaissant chez les plants bactérisés par la souche
F21(Fr), comparativement aux plants non bactérisés qui enregistrent les hauteurs les
plus faibles durant la premiére, la deuxiéme et la troisieme période respectivement :
9.17cm,13 cm et 14.45 cm.
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D’apres la figure (24), une classification des différents traitements en groupe
est effectués selon le test de Newman-Keuls (a=5%) (Annexe 21). Pour la premiére
période, les traitements sont organiser en six groupes (a, b, c, d, e et f), alors que
durant la deuxieme et la troisieme période, ils sont classés en trois (a, b et ¢) et cing

groupe (a, b, c, d et e) respectivement.

I11.4. Nombre de feuilles :

D’apres les résultats obtenus concernent les valeurs du nombre de feuille,
remarquons qu'’il y a une différance significative entre les valeurs des traitements des
plants bactérisés et le témoin (p=0.000) (Annexe 20).
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Figure 25: nombre de feuille par périodes appartenant aux différents traitements.
Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes, selon le test de Newman-Keuls
au risque a=5%.

D’apres les résultats illustrés par la figure (25), nous enregistrons durant la
premiére période une valeur maximal commune (5,67 feuilles) entre les plants
bactérisés par les la souche BB9 (Fr) et F21(Fr). Cependant les plants témoins non

bactérisés enregistrent les valeurs les plus faibles (3,33 feuilles) (Annexe 21).

Pour la deuxieme période, les plants bactérisés par les la souche F21(Fr)
marquant la valeur la plus élevée (7.33 feuilles), par contre une valeur minimale (5,33
feuilles) est signaler chezles plants non bactérisés et les plants traitées par la
souche BB9(SP).
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Concernant la troisieme période, nous constatons que les plants bactérisés
par la souche F21(Fr) enregistrent la valeur la plus élevée (8.93 feuilles) comparent

aux différents traitements et les plants témoins non bactérisés (6.33 feuilles).

Cependant les différents traitements sont classés en groupe selon le test de

Newman-Keuls (a=5%) (Annexe 21).

Dans la premiére période les traitements sont classés en trois groupes (a, b et
c) alors que durant la deuxieme et la troisieme période, ils sont classés en deux (a et
b) et cing groupe (a, b, c, d et e) respectivement (Figure 25).

[11.5. Diamétre des tiges :

L’évaluation du diamétre des tiges est effectuée en deux périodes. Pour le
diametre des tiges, nous enregistrons des différences significatives entre les
différents traitements et le témoin lors des deux périodes (p=0.00) (Annexe 20).
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Figure 26: diametre des tiges des différents traitements lors des deux périodes.
Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes, selon le test de Newman-Keuls
au risque a=5%.

la meilleur

les résultats obtenus (Figure 26, Annexe 21),

D’aprées
performance enregistré dans la premiére et la deuxiéme période, est signalée chez
les plants traitées par la souche F21(Fr) (0.51 cm et 0.55 cm respectivement aux
périodes) par rapport aux différents traitements et aux témoins non bactérisés qui

marque la valeur la plus inferieur a tous les traitements (0.35 cm et 0.40 cm

respectivement).
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Le test de Newman-Keuls (a=5%) est effectué durant les deux périodes pour

classer les différents traitements étudiées (Annexe 21).

Pour la premiére période, les traitements sont classés en quatre groupes (a, b,
c et d), alors que durant la deuxiéme ils sont classés en trois groupes (a, b et ¢)
(Figure 26).

I11.6. Surface foliaire

L’évaluation de la surface foliaire a été effectuée au cours de deux périodes.
Les valeurs obtenues enregistrent des différances significatives entre les plants
traitées par les différentes souches et les témoins qui sont non bactérisés (p=0.00)

(Annexe 20).
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Figure 27: surface foliaire des différents traitements lors des deux périodes.
Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes, selon le test de Newman-Keuls au
risque a=5%.

D’apres les résultats (Figure 27, Annexe 21) obtenus, les deux périodes
révélent une meilleure efficacité de la souche F21 (Fr) (145.10 cm? et 278.01 cm?
successivement par rapport aux périodes) qui a assuré une stimulation de la
croissance de la surface foliaire par rapport aux différents traitements bactérisés et
non bactérisés (46.06 cm? et 113.88 cm?® située respectivement par rapport aux

périodes).
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Le test de Newman-Keuls (a=5%) effectué durant les deux périodes a permit

de classer les traitements étudiées en différents groupes (Figure 27, Annexe 21).

Pour la premiére période, les traitements sont classés en quatre groupes (a, b,

c et d), alors que durant la deuxieme période les traitements sont classés en cinq
groupes (a, b, c, d et e).

Témoins
non
bactérisés

Figure 28: Effet des traitements bactériens de la souche BB10 sur la stimulation de
la croissance des plants de tomates en premiére période.

BBO{AP)

Figure 29: effet des traitements bactériens de la souche BB9 sur la stimulation de la
croissance des plants de tomates en troisieme période.
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[Il.7. La phytomasse
[11.7.1. Poids frais de la partie aérienne

Les résultats obtenus en poids frais de la partie aérienne des différents
traitements, montrent qu’il existe une différence hautement significative durant les
trois périodes (p=0.000) (Annexe 20).
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Figure 30: poids frais de la partie aérienne en gramme des différents

traitements.
Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes, selon le test de Newman-Keuls au
risque a=5%.

Les résultats du poids frais de la partie aérienne des différents traitements
bactérisés y compris le témoin sont représentés par la figure (30).

Pour la premiére période, I'efficacité de la bactérisation est enregistrée chez
tous les traitements bactérisés par rapport aux témoins (2.33 g), dans lequel nous
constatons un meilleur résultat du poids frais chez les traitements bactérisés par la
souche BB10O(Fr) (5.96 g) (Figure 30, Annexe 21).

Durant la deuxiéme et la troisieme période en poids frais, la meilleure
performance est obtenue par les plants bactérisés par la souche F21(Fr) (11.49 g et
22.58 g situées respectivement), par contre durant les trois périodes les plants
témoins non bactérisés enregistrent les valeurs les plus faibles en poids frais de la
partie aérienne (2.33 g, 7.01 g et 5.44 g respectivement) (Figure 30, Annexe 21).
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Selon le test de Newman-Keuls (a=5%), les moyennes des traitements sont
classées en différents groupes durant les trois périodes (Figure 30, Annexe 21).

Pour la premiére période les traitements sont classés en trois groupes (a, b et
c). Alors que durant la deuxiéme et la troisieme période, ils sont classés en quatre (a,
b, c et d) et sept groupes (a, b, c, d, e, f et g) respectivement.

[11.7.2. Poids sec de la partie aérienne :

Les résultats obtenus en poids sec de la partie aérienne des différents
traitements, montrent qu’il existe une différence hautement significative durant les
trois périodes (p=0.000) (Annexe 20).
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Figure 31: poids sec de la partie aérienne en gramme des différents traitements.
Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes, selon le test de Newman-Keuls au
risque a=5%.

D’apres les résultats (Figure 31, Annexe 21) obtenus durant les trois périodes,
nous remarquons que les plants bactérisés ont eu un effet positif sur le poids sec de
la partie aérienne par rapport aux plants témoins. Cependant les valeurs maximales
durant les trois périodes on été obtenue par les plants bactérisés avec la souche
F21(Fr) (0.37 g, 1.05 g et 3.33 g). Par contre les valeurs les plus faibles sont
remarquer chez les plants témoins non bactérisés durant les trois périodes

respectivement (0.14 g, 0.53 g et 2.08 g).
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Une classification des différents traitements en groupe est faite selon le test
de Newman-Keuls au seuil de 5% effectué lors des trois périodes sur les différents

traitements (Figure 31, Annexe 21).

Durant la premiere période, les traitements sont classés en quatre groupes (a,
b, c et d). Alors que durant la deuxiéme et la troisieme période, ils sont classés en en
six (a, b, c, d, e et f).et sept groupes (a, b, ¢, d, e, f et g) respectivement.

[11.7.3. Poids frais de la partie racinaire :

Selon les résultats obtenus, la différance en poids frais de la partie racinaire
est significative entre tout les traitements bactérisés et les témoins lors des trois
périodes (p=0.000) (Annexe 20).
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Figure 32: poids frais de la partie racinaire en gramme des différents traitements.
Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes, selon le test de Newman-Keuls au
risque a=5%.

D’apres les résultats obtenus (Figure32, Annexe 21), lefficacité de la
bactérisation durant la premiére période est enregistrée chez tous les traitements
bactérisés par rapport aux témoins, dans lequel nous constatons un meilleur résultat
du poids frais de la partie racinaire chez les traitements bactérisés par la souche
BB1O(Fr) par une valeur de l'ordre de 1.48 g.

Durant la deuxiéme et la troisieme période en poids frais, la meilleure
performance est obtenue chez les plants bactérisés par la souche F21(Fr) : 2.77 g et
4.79 g situées respectivement.
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Cependant au cours des trois périodes les plants témoins non bactérisés
montrent les valeurs les plus basses en poids frais de la partie racinaire avec les

valeurs suivante situées respectivement 0.35 g, 1.60 g et 1.99 g.

Les moyennes du poids frais de la partie racinaire sont classées selon le test
de Newman-Keuls (a=5%) en différents groupes pour les trois périodes (Figure32,

Annexe 21).

Durant la premiere période, les traitements sont classés en six groupes (a, b,
c, d, e et f). Alors que durant la deuxieme et la troisieme période, ils sont classés en
quatre (a, b, c et d) et en cinq groupes (a, b, c, d et e) respectivement d’apres leur

ordre d’'importance.

l1l.7.4. Poids sec de la partie racinaire :

Selon les résultats obtenus, la différance en poids sec de la partie racinaire
est significative entre tout les traitements bactérisés et le témoin lors des trois
périodes (p=0.000) (Annexe 20).
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Figure 33: poids sec de la partie racinaire en gramme des différents traitements.
Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes, selon le test de Newman-Keuls au
risque a=5%.

D’apres les résultats obtenus (Figure 33, Annexe 21), l'efficacité de la
bactérisation durant les trois périodes est enregistrée chez tous les traitements
bactérisés par rapport aux témoins, dans lequel nous constatons un meilleur résultat
du poids sec de la partie racinaire chez les traitements bactérisés par la souche F21
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(Fr) durant les trois périodes de l'ordre de 0.11 g, 0.20 g et 0.38 g situées

respectivement.

Durant la premiere période les plants témoins non bactérisés et les plants
traités par la BB9(SP) enregistrent les valeurs les plus basses en poids sec de la

partie racinaire avec une valeur de 0.04 g.

Cependant au cours de la deuxieme et la troisieme période les plants témoins
non bactérisés marquent les valeurs les plus basses en poids sec de la partie
racinaire avec les valeurs suivante situées respectivement 0.08 g et 0.20 g.

Une classification des différents traitements en groupe est faite selon le test
de Newman-Keuls au seuil de 5% effectué lors des trois périodes sur les différents

traitements (Figure 33, Annexe 21).

Durant la premiére période, les traitements sont classés en cing groupes (a, b,
c, d et e), Concernant la deuxieme période, les traitements sont classés en quatre
groupes (a, b, c et d). Cependant durant la derniere période, les traitements sont
classés en cing groupes (a, b, ¢, d et e) d’aprés leur ordre d'importance.

[11.8. La floraison :

Selon les résultats obtenus, I'analyse de variance du paramétre de floraison
est significative entre tout les traitements bactérisés et le témoin durant la période du
suivie (p=0.000) (Annexe 22).
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Figure 34: évolution de la floraison des différents traitements.
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Selon les résultats obtenus (Figure 34, Annexe 23), nous remarquons
gu’aprées le cinquante-unieme jour de la germination des graines, la floraison des
plants est apparue pour la premiere fois chez les plants traités par la souche BB10
(AP) suivie par les plants traitées par la souche F21(Cr) lors du cinquante-quatrieme
jour, puis par les plants traitées par la souche F21(AP) au cinquante-sixieme jour et

en dernier au soixantiéme jour par les plants témoins.

Vers la fin de notre expérimentation nous avons pu déterminer le nombre final
des fleurs des plants bactérisés des différents traitements étudiés au soixantieme
jour en comparant avec les témoins non bactérisés. Le nombre le plus important (7
fleurs) a été enregistré chez les plants bactérisés par les souches F21(Cr) et
BB10O(AP), suivie par la souche F21(AP) (4 fleurs). Cependant le nombre de fleur le
moins importants (2 fleurs) est enregistré par les plants traités avec les souches
BB9(Cr), BB9(SP), BB10(SP) et les plants témoins.

IV. Dosage de la chlorophylle.

L’évaluation du la chlorophylle a été effectuée au cours de deux périodes.

mg/g MF
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Figures 35 : Teneurs en pigments chlorophylliens

Selon les résultats obtenus du dosage de la chlorophylle des plants durant les
deux périodes (Figure 35, Annexe 24), nous remarquons en générale que les
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teneurs les plus élevés en chlorophylle totale sont observées chez les plants
bactérisés par des souches fraiches, suivie par les plants bactérisés par des souches
qui ont subie une lyophilisation avec cryoprotection. Cependant, en dernier lieux les
teneurs les plus faible ou qui sont égales aux témoins sont remarquées chez les

plants bactérisés par les souches qui ont subie une lyophilisation sans cryoprotection.

Durant la premiére période, la performance la plus marquante en chlorophylle
totale (a+b) est enregistrée chez les plants bactérisés avec la souche F21(Fr) (0.636
mg/g MF) et la souche BB10(Fr) (0.637 mg/g MF). Cependant les plants bactérisés
par la souche BB10(SP) marquent les teneurs les plus faibles en chlorophylle totale
(0.496 mg/g MF).

Au cours de la deuxieme période, une diminution progressive est observée en
pigments chlorophylliens chez les plants traités avec des souches bactériennes
fraiches et lyophilisées avec cryoprotection, d’ou la performance la plus marquante
en chlorophylle totale est enregistrée chez les plants bactérisés avec la souche
F21(SP) (0.517 mg/g MF). Cependant la valeur la plus faible en chlorophylle totale
est observée chez les traitements bactérisé par la souche BB10(Fr) (0.318 mg/g MF)
suivie par F21(Fr) (0.326 mg/g MF).

Un maximum de gains en chlorophylles totale est constaté au cours de la
premiére période (Annexe 25) chez la plus part des plants bactérisés par rapport aux
témoins. La meilleure performance est marquée chez les plants bactérisés par la
souche BB10 (Fr) (27.2%) suivie par la souche F21(Fr) (26.9%) puis par la souche
BB9(AP) (13.9%). Cependant les plants traités avec des souches lyophilisées qui ont
subie une lyophilisation sans cryoprotection enregistrent des gains plus ou moins
€gale aux témoins apparaissent chez toute les souches BB9(SP) (0.1%), BB10(SP)
(-1.1%) et F21(SP) (0.7%).

Au cours de la deuxieme période (Annexe 25), une perte tres importante est
observé en pigments chlorophylliens (a+b) chez les plants traités avec des souches
bactériennes fraiches et lyophilisées avec cryoprotection, d’ou la performance en
gain la plus marquante en chlorophylle totale est enregistrée chez les plants
bactérisés avec la souche F21(SP) (14.53%). Cependant les pertes les plus
importantes observées en pigments chlorophylliens (a+b) sont enregitrées par les
plants bacterisés par la souche BB10(Fr) (-29,46%). Cependant, cette perte est du
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au développement intensif des plants bactérisées par des souches fraiches et
lyophilisées avec cryoprotection d’ou les conditions de leurs croissance deviennent
réversible a cause du développement du systeme racinaire dans un pot qui deviens
trés étroit. Ce qui implique le jaunissement des feuilles, le desséchement puis la mort
des plants .

D’apres I'étude de Boukerma et al., (2017), la teneur en chlorophylle des
plantes bactérisées par rapport aux témoins, a montré une augmentation des
pigments de chlorophylle chez les plantes traittes avec les souches de
Pseudomonas fluorescens PF15 and Pseudomonas putida PP27 ou leur
combinaison. Cependant, les témoins présentent une faible valeur d'indice de

chlorophylle.

D’apres les résultats de Hernandez-Ledn et al., (2015), les quatre souches
UM16, UM240, UM256 et UM270 de Pseudomonas spp. fluorescents ont induit des
concentrations plus élevées en chlorophylle de Medicago truncatula (la luzerne). Ces
résultats suggérent que les souches de Pseudomonas spp. fluorescents favorisent la
croissance des plantes.

Selon les résultats de Faisal et al., (2014), l'inoculation bactérienne par une
souche de Pseudomonas sur les plantes de blé, a amélioré la production de la
chlorophylle (a), la chlorophylle (b) et la chlorophylle totale jusqu'a 4,6%, 10% et 5,5%

respectivement.

Nos résultats confirme que la teneur en chlorophylle totale des plants
bactérisées par des souches fraiches et lyophilisées avec cryoprotection était plus
élevée par rapport aux plantes témoins et les plants bactérisées par les souches
lyophilisées sans cryoprotection. Cela révéle I'effet positif des PGPR appliquées sur
la physiologie végétale. Les souches fluorescentes de Pseudomonas peuvent
augmenter la teneur totale en chlorophylle dans les plantes (Farhan et al., 2010). La
capacité des Pseudomonas sp. pour améliorer le niveau total de chlorophylle dans
les plantes peut étre lié a l'apport de certains nutriments tels que l'azote et le
phosphore (Hameed et Farhan, 2007).
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V. Colonisation rhizospheéreique.

D’'aprés la figure (36), I'essai de la vérification de la survie des souches de
Pseudomonas spp. fluorescents a montré apres 24h a 48h d’incubation, des culture
bactériennes tout autour des fragments racinaires, ce qui confirme la présence des

PGPR appliqués pour tout les traitements sauf le témoin non bactérisées.

Figure 36: culture bactérienne d’'un fragment racinaire
A : Fragment racinaire bactérisées par la souche BB9(SP).
B : colonies bactériennes de Pseudomonas spp. fluorescentes BB9(SP).

L'étape de colonisation rhizosphereique effectuée en dernier lieux, révélent
une bonne colonisation des systémes racinaire, d’ou touts les traitements des
souches de Pseudomonas spp. fluorescents utilisées, montent une bonne capacité
de colonisation rhizosphéreique. Cependant la présence et la survie des souches
Pseudomonas spp. fluorescents dans la rhizosphére est influencé en partie par le
systeme racinaire des plants, par conséquent les plants libérent au sein de la
rhizosphére divers éléments carbonés relativement riche en éléments nutritifs, en
raison de la perte de jusqu'a 40% des photosynthétats (hydrates de carbone et
d'autres sous-produits) a partir des racines (Lynch et Whipps, 1990), regroupés sous
le terme de rhizodépbts (Lynch et Whipps, 1990 ; Nguyen, 2003 ). Dans lesquels ces
rhizodépbts induisent une augmentation des populations microbiennes bénéfiques
dans la rhizosphéreique par rapport a la masse du sol (Lynch, 1990 ; Bending, 2003).
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VI. Discussion générale

A travers les résultats obtenus de I'évaluation de la biostimulation de la
germination et des paramétres de croissances effectués sur la tomate, nous avons
pu mettre en évidence l'effet biostimulateur chez les semences bactérisées par les
souches de Pseudomonas spp. fluorescents (BB9, BB10 et F21), par rapport aux
plants témoins. Nous avons enregistré des effets de phytostimulation exprimés en
gains relatifs par rapport aux plants non bactérisés (Annexe 26). Ces gains sont
variables selon le génotype végétal, la souche bactérienne, I'effet de la lyophilisation
et la cryoprotection.

L'effet des traitements par des souches de Pseudomonas spp. fluorescents
fraiches et lyophilisés sur la stimulation de la germination des graines de tomate ont
montré que tous les traitements augmentaient le pourcentage de germination, sauf
pour la semences bactérisés par la souche BB9(SP). Dans lesquels nous avons
obtenus on général des gains trés appréciables pour la variété Marmande
enregistrés au dixieme jour (Annexe 26), d’ou le meilleur gain est de 3.45%
remarqué chez les traitements bactérisés par la BB9(Fr), BB10(Fr), BB10(AP),
F21(Fr), F21(SP) et F21(AP) suivie par un gain de 1.72% des traitement bactérisés
par BB9 (AP) et BB10(SP).

Pour la variété Saint pierre une variabilité de gain en taux de germination
(Annexe 26) est constatée au niveau des différant traitements étudiés: BB9(Fr)
(7.84%), BBI(AP) (1.96%), BB10(SP) (7.84%), F21(SP) (3.92%), et F21(AP) (1.69%),
par contre le traitement des graines par la BB10(AP) a enregistrée une perte de -
3.92%, ce qui xpliqgue cette inhibition de la germination. Cependant les autres
traitements (BB9 (SP), BB10 (Fr) et F21 (Fr)) n'ont enregistré aucun gain. Cela est
di probablement aux mauvaises conditions de stockage ou de la qualité défectueuse

de la semence.

D’apres [I'évolution des courbes (Figure 16, Figure 17) des taux de
germination nous remarquons en générale une rapidité dans I'évolution chez les
semences traitées par des souches fraiches et lyophilisées avec cryoprotection pour
atteindre le maximum aussitét que possible par rapport aux semences témoins non
bactérisées et bactérisées pas des souches lyophilisées sans cryoprotections. D’ou
nous prouvons lefficacité que les souches fraiches et lyophilisées avec
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cryoprotection ont un effet de biostimulation de la germination des graines par
rapport aux semences témoins et les semences bactérisées pas des souches

lyophilisées sans cryoprotections.

Nos résultats sont similaires aux résultats d’Abo-Elyousr et El-Hendawy
(2008), qui ont pu obtenir une stimulation de la germination par bactérisation des
semences de tomate traitées avec les souches de Pseudomonas spp. fluorescents
d’'un pourcentage de germination des graines jusqu'a 17,33% par rapport au témoins
traitée a I'eau destillée.

D’apres les résultats des gains (%) ( I'annexe 26), les différents traitements
bactériens effectués aux semences de tomates ont permis d’obtenir des gains trés
appréciables en vigueur des plantules par rapport aux témoins non bactérisés, sauf
pour la souche BB9(SP) qui a donné une inhibition par rapport aux témoins. Les les
gains les plus fascinant ont eté obtenus chez les semences traitées par les souches

fraiches, suivie par les souches lyophilisées avec une cryoprotection.

Cependant un gain de 89,33% a eté obtenu par la souche BB10(Fr), suivie
par BB9(Fr), F21(Fr), BB10(AP), F21(AP), BB10(SP), F21(SP) et BB9(AP) avec des
gains respectivement de 89.12%, 66.22%, 62.77%, 62.34%, 44.06%, 36.92% et
28.20%..

Nos résultats confirment le travail de Bellishree et al., (2014), ou lIs ont réveélé
gue sous les conditions in vitro et en serre, le traitement des graines avec des
souches de PGPR tel que Pseudomonas spp. fluorescent améliorait la germination

des semences, la vigueur et I'émergence des semis.

L'amélioration similaire des parametres de germination des graines par des
rhizobactéries a été rapportée dans d'autres plants tel que les céréales comme le
sorgho (Raju et al., 1999) et le millet perlé (Niranjan et al., 2003, 2004).
L'amélioration de la germination des graines par PGPR a également été constatée
dans le travail realisé sur le blé et le tournesol (Shaukat et al., 2006a, 2006b).

La bactérisation des graines de tomate par les souches étudiées, a permis
d’obtenir des gains trés appréciables de chaque paramétre de croissance étudié
(nombre de feuille, hauteur des tiges, longueur du systeme racinaire, diamétre des

tiges, surface foliaire, poids frais de la partie aérienne, poids sec de la partie
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aérienne, poids frais du systéme racinaire, poids sec du systéme racinaire et en

floraison) des plants par rapport aux plants témoins non bactérisés.

Selon les résultats des paramétres de croissances obtenues en trois périodes,
nous signalons des gains (%) (Annexe 27) les plus élevés en générale chez les
plants bactérisés par les souches fraiches, suivie par les plants bactérisés par des
souches ayant subie une lyophilisation avec cryoprotection, et en dernier lieux les
gains les plus faibles ou égales aux témoins représentés chez les plants bactérisés
par les souches ayant subie une lyophilisation sans cryoprotection. L’action des
souches bactériennes, sur les paramétres de croissance, semble étre beaucoup plus
accentuée a des stades précoces, vue que cet effet s’attenue avec le développement
des plants.

Notons que, les gains les plus élevés sont obtenus en poids frais de la partie
racinaire par rapport aux plants témoins Cette amélioration en poids frais de la partie
racinaire est constatée durant la premiére période, avec un taux maximum de 319.81%
chez les plants traités par la souche BB10(Fr) suivie par un taux de 306.60% chez
les plants traités par la souche F21(Fr). Cependant un taux minimal de gain de 20.75%
est enregistré chez les plants traités par la souche BB9(SP) (Annexe 27).

Dans le cas de nos essais sur les parametres de croissance (poids frais de la
partie aérienne, poids sec de la partie aérienne, poids frais de la partie racinaire,
poids sec dela partie racinaire et la surface foliaire), des gains remarquables
dépassent les 100% sont apparus sur les plants traitées par souches fraiches et
lyophilisés avec cryoprotection (Annexe 27).

Les plants bactérisés avec des souches fraiches et lyophilisées avec une
cryoprotection, leur floraison est apparue en amonts par rapport aux plants
bactérisés avec des souches lyophilisées sans cryoprotection. Cependant les plants
bactérisés avec la souche BB10 (AP) ont enregistrée une précocité d’'une différence
de 10 jours par rapport aux plants témoins.

La performance en gain (250%) (Annexe 27) du paramétre de floraison en
pourcentage par rapport aux témoins est remarqué au soixantieme jour chez les
plans bactérisés par les souches BB1O(AP) et F21(Fr).Cependant les plants
bactérisés par les souches BB9(Fr), BB9(SP) et BB10(SP) leurs gain est de 0%
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comparable aux plants témoins. D’ou nous remarquons que la lyophilisation sans
cryoprotection influe négativement sur I'efficacité des souches sur la précocité de
I'apparaissions des fleurs et le nombre de fleurs en comparons avec des traitements
effectués avec des souches fraiches et lyophilisées avec cryoprotection.Cependant
d’apres le cycle de la graine a la fleur est variable selon les variétés, I'époque et les
conditions de culture. Il est en moyenne de 7 a 8 semaines (Philouze et Laterrot,
1992).

D’apres les travaux d’Abo-Elyousr et El-Hendawy (2008), nous confirmons
gue, lI'application de Pseudomonas spp. fluorescent entraine une augmentation de la
longueur du systéme racinaire et de la partie aérienne du poids sec ainsi que le
rendement en tomate. Cependant le réle des Pseudomonas spp. fluorescent dans la
promotion de la croissance des racines et des pousses de différentes cultures a été
démontré avant par plusieurs auteurs (Sivamani et Gwanamanickam, 1988, Girish et
Umesha, 2005, Kavitha et Umesha, 2007).

Les études d’'Umesha et al (1998), indiquent que la croissance des racines et
des pousses a é€té provoquée en traitant les graines avec une souche de
Pseudomonas spp. fluorescents. Cette promotion de la croissance confirme les
rapports sur Plusieurs autres cultures (Kaiser et al., 1989 ; Traperocasas et al., 1990 ;
Parke et al., 1991 ; Whipps et Lumsden, 1991).

De méme, Kandan (2000), a constaté une augmentation de la surface foliaire
et de la longueur des pousses dans les plants de tomates traités avec la souche
CHAO de Pseudomonas fluorescens, Co-T. La bactérisation des graines de pois
chiches et de soja avec Pseudomonas spp. fluorescents, RBT13, provoque une
augmentation de la germination des graines, de la longueur des pousses et de la
racine (Nandakumar et al., 2001). De méme, Nandakumar et al., (2001), ont indiqué
gue l'application de souches de Pseudomonas fluorescens augmentait le rendement

du riz.

Il a été rapporté par plusieurs chercheurs que les Pseudomonas spp.
fluorescents jouent également un réle dans la promotion de la croissance par la
production d'hormones végétales telles que les auxines (Loper and Schroth, 1986),
les gibberellines (Ramamoorthy et Samiyappn, 2001) et d'autres substances
favorisant la croissance (Loper and Schroth, 1986).
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Les Pseudomonas spp. fluorescents sont capables de stimuler la croissance
des plantes, en augmentant la disponibilité et I'absorption de nutriments minéraux via
des enzymes solubilisantes le phosphate et d'augmenter sa disponibilité pour les
plantes (Sundara et al., 2002). Cependant ils peuvent réduire le manganese, cette
réduction augmenterait la quantit¢é de manganése disponible pour la plante
(Sarniguet, 1990), aussi que la réduction de I'azote atmosphérique en ammoniac

grace a I'’enzyme nitrogénase (Weyens et al., 2010).

Selon Sharmaa et al., (2003), le fer est un cofacteur pour plus de 140
enzymes qui catalysent des réactions biochimiques pour le métabolisme des
végétaux. Par conséquent, le fer remplis plusieurs roles essentiels dans la
croissance et le développement des plantes, y compris la synthese de chlorophylle,
la synthése de thylacoides et le développement de chloroplaste. Pour acquérir cet
élément indispensable mais peu soluble les bactéries ont développé une stratégie
d’acquisition du fer par la production des sidérophores en augmentant la solubilité du
fer dans la rhizosphére de la plante (Lemanceau, 1992 ; Nicklin et al., 2000 ; Latour
et al., 2003 ; Gobat et al.,2003 ; Sivasakthi et al., 2014).

Les Pseudomonas spp. fluorescents réduit ainsi la biosynthése d’éthyléne
dans les racines grace a l'enzyme ACCd (1-amino-cyclopropane-1-carboxylate
deaminase) tout en favorisant I'’élongation des racines (Jacobson et al., 1994 ; Glick
et al.,, 1994 ; Belimov et al., 2007 ; Kamala-Kannan et al., 2010 ; Ali et al., 2014).
L'effet délétere des niveaux élevés de cette phytohormone sur les plantes, en
particulier sur le systeme racinaire (Glick et al., 1998 ; Penrose et Glick 2001 ; Glick,
2005). Pour de nombreuses plantes, un éclat de cette phytohormone est nécessaire
pour briser la dormance des graines (Kucera et al., 2005), bien que trés efficace sur
la croissance et le développement des plantes et aussi sur la maturation des fruits
(Jalilia et al.,2009), mais une forte concentration soutenue d'éthylene en particulier
dans les dicothyledones, peut diminuer la germination des graines et la croissance
des racines (Jackson, 1991 ; Belimov et al., 2001 ; Saravanakumar et Samiyappan,
2007).

Yang et al., (2011), montrent que la souche P13 de Pseudomonas fluorescens,
une bactérie favorisant la croissance des plantes, on améliorant la croissance du

mais. Le role de Pseudomonas fluorescens dans la promotion de la croissance des
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racines et des pousses de différentes cultures a déja été démontré (Sivamani et
Gwanamanickam, 1988, Girish et Umesha, 2005, Kavitha et Umesha, 2007).

Selon la plus part des résultats des gains obtenus a partir des différant
parametres étudiés avec les trois souches bactériennes (BB9, BB10 et F21) fraiches
et lyophilisées, nous remarquons une stimulation chez touts les traitements
bactériens par rapport aux témoins non bactérisés. Par contre il ressort une
variabilité dans [l'efficacité et I'expression des effets bénéfique des souches
bactériennes lyophilisées sans cryoprotection par rapport aux souches fraiches et
lyophilisées avec cryoprotection. Cependant a travers nos résultats la lyophilisation
sans cryoprotection a exercée des effets néfastes sur les cellules bactériennes, et
par conséquent sur I'expression des effets bénéfiques apparaissant sur les plants.

A partir des différents gains obtenus (Annexe 26, Annexe 27) sur les plants
traités par des souches (BB9, BB10 et F21) lyophilisés avec deux types de
cryoprotecteurs (glycérol et le maltodextrine), il ressort une efficacité dans
I'expression des effets bénéfiques remarquables sur les plants traitées par ces
derniéres. D’ou cette efficacité sur les plants de tomate est comparable aux gains
des plants traités par des souches fraiches. Donc la cryoprotection a empéché les
effets négatifs de la lyophilisation dans lesquels les bactéries ont sauvegardé leurs
effets bénéfiques et par conséquent leurs modes d’action restent intactes et
comparable aux souches fraiches.

La plus part des résultats des paramétres étudiés sur la promotion de la
croissance des plantes de tomate sous I'effet d’'une bactérisation par des souches de
Pseudomonas spp. fluorescents, montrent en générale que le traitement des plants
en utilisant des souches fraiches et lyophilisés avec cryoprotection ont donné
presque les mémes résultats. Pour que le la lyophilisation soit recommandé aux
Pseudomonas spp. fluorescents, il est fortement conseiller d’apporter une
cryoprotection avant le processus de lyophilisation.

Le glycérol est un polyol, considéré comme Il'un des plus important
cryoprotecteur intracellulaires qui pénétre a l'intérieur de la cellule dans le processus
de lyophilisation (Anchordoguy et al., 1987 ; Halliwell et Chirico, 1993 ; Fonseca et al.,
2000; Fonseca et al.,2001 ; Crowe et al., 2001 ; Bakhach et al., 2007 ; Kawahara,

2008 ; Coulibaly et al., 2010). Cependant le maltodextrine est considéré comme un
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cryoprotecteur extracellulaire qui se concentre a I'extérieur de la cellule (Crowe et al.,
2001; Palmfeldt et al., 2003 ; Nanasombat et Sriwong, 2007 ; Coulibaly et al., 2011).

Plusieurs auteurs (Heckly, 1985 ; Carvalho et al., 2004 ;Montel Mendoza et al.,
2014) ont indiqgué que les micro-organismes appartenant a différentes espéces et
souches peuvent présenter une sensibilité différente a la lyophilisation. En plus des
especes, la survie des cellules bactériennes pendant le processus de lyophilisation
dépend de nombreux facteurs, y compris les conditions de croissance (Palmfeldt et
Hahn-Ha'gerdal, 2000), le milieu protecteur (CPA) (Clement, 1961 ; Font de Valdez
et al., 1983 ; Abadias et al., 2001), la concentration cellulaire initiale (Bozoglu et al.,
1987; Costa et al., 2000), la température de congélation (Sanders et al., 1999) et les
conditions de réhydratation (Sinha et al., 1982 ; Font de Valdez et al., 1985a, b).

Dietrich et al., (2016), ont démontré que la congélation sans CPA affectait de
facon spectaculaire la survie des deux souches de Pseudomonas testées (P. putida
et P. fluerecsens) et lorsque la souche de Pseudomonas fluerecsens Pf153 a été
mise en suspension dans du saccharose, du lactose, de I'acide ligninosulfonique, du
glucose ou du lait écréme, la viabilité a augmenté a deux décimales par rapport aux
cellules sans protection. Cet effet est également appelé hypothése de remplacement
de l'eau. Sinon, Palmfeldt et al., (2003) et Walsh et al., (2000), ont montré qu'une
combinaison de plusieurs CPA augmente la viabilité des cellules aprées lyophilisation.

Les résultats de Dietrich et al., (2016), démontrent qu'apres optimisation du
processus de lyophilisation, les Pseudomonas peuvent étre lyophilisés sans perte de
viabilité. Aussi que, ils ont démontré que le gel sans CPA a considérablement affecté
la survie des deux souches testées de Pseudomonas spp, parce que la phase de
congélation a été décrite comme I'étape la plus critique dans le processus de
lyophilisation.

Cependant les cryoprotecteurs (CPA) jouent un réle important dans le
processus de lyophilisation (Morgan et al., 2006). Les CPAs ont deux fonctions
principales : elles protegent les cellules vivantes biochimiquement contre les
dommages lors de la congélation et fournissent un résidu sec avec une structure
physique définie agissant comme matériau de support et comme récepteur dans la
réhydratation (Berny et Hennebert, 1991).
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CONCLUSION

L'efficacité d’'une bactérisation par des souches de Pseudomonas spp.
fluorescents sur les caractéristiques de croissance de la tomate a été enregistrée a la
fois dans des conditions in-vitro et en serre. Les trois souches de Pseudomonas spp.
fluorescents (BB9, BB10 et F21) ont considérablement amélioré la biostimulation de
la germination (taux de germination, indice de vigueur et Suivie de la survie) et les
parameétres de la croissance (nombre de feuille hauteur, longueur du systeme
racinaire, diameétre des tiges, surface foliaire, poids frais de la partie aérienne, poids
sec de la partie aérienne, poids frais du systéme racinaire, poids sec du systeme

racinaire et la floraison) des plantes par rapport aux témoins non bactérisés.

Les estimations réalisées montent que les effets bénéfiques des souches
utilisés sont plus accentuées lors des mensurations effectuée durant la premiere
période, correspondant au stade juvénile qui a permis une meilleur distinction des

effets de phytostimulation sur la phytomasse des la tomate.

La présente étude montre que [l'utilisation de nos trois souches de
Pseudomonas spp. fluorescents (BB9, BB10 et F21) a leur I'état frais ou bien
lyophiliser sont considérée comme des PGPR. En effet cette biostimulation s’est
traduite par I'obtention des gains appréciables (par rapport aux plants temoins non
bactérisées) dépassent parfois les 100%,ce qui confirme le potentiel phytostimulateur
des souches bactériennes fraiches et lyophilisées.

Y

Notre recherche suggere que, & mesure que l'utilisation indiscriminée et
fréquente d'agents chimiques entraine des effets néfastes sur le sol et
I'environnement, ['utilisation des bactéries favorisant la croissance des plantes
(PGPR) dans [l'agriculture entraine une croissance accrue des plantes et un

rendement sans laisser de résidus chimique.

A travers nos resultats sur la traitante des plants par des souches fraiches et
lyophilisées avec cryoprotection, ils résultent en général une similarité dans les
différents parametres étudiés, d'ou les agents cryoproteucteurs apportent une
protection aux cellules bactériennes et empéchent I'apparaission des effets négatifs

exercés par traitements rigoureux de la lyophilisation. Cependant cette dernierre
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sans cryoprotection exerce des effets néfastes sur les cellules bactériennes, et par
conséquent réduisent I'expression des effets bénéfiques apparaissant sur les plants.

A travers nos resultats, nous considérerons que la lyophilisation est une
technique préconisée dans le cas des Pseudomonas spp. fluorescents vue que c’est
une technique appropriée pour la production de cultures bactériennes concentrées,
une méthode établie pour préserver les micro-organismes en gardent toutes leurs
viabilités et efficacités avec l'avantage que le matériel séché peut étre stabiliser,
stocké a température ambiante pour de longues périodes, facilement transporté et
manipulée. Par contre pour que le la lyophilisation soit prioritaire et recommandé aux
souches de Pseudomonas spp. fluorescents par rapport aux autres traitements
physiques préexistants, il est conseiller d’apporter une cryoprotection avant le

processus de lyophilisation.

Il est fortement souhaitable de poursuivre des études sur ces souches
lyophilisées pour confirmer la validité de nos résultats dans des conditions
expérimentales réelles applicables sur les champs de culture. Comme il est
nécessaire de s'intéresser a une application de ces souches sur d’autres cultures en
essayant de prolonger les stades de croissance jusqu’a la récolte de fruit en réalisant
des analyses sur les composant du fruit. Par conséquent, d'autres recherches
doivent étre menées pour améliorer I'efficacité des souches de Pseudomonas en
optimisant la lyophilisation et en sélectionnant les bons agents cryoprotecteurs. Aussi
il est conseillé de pratiquer cette méthode de formulation sur d’autre bactéries gram
négatives et d’approfondir les investigations relatives a I'étude des meécanismes
d’action associées a I'expression de leurs effets bénéfiques, en s’assurant de leurs
viabilité, efficacité, stabilité, et de leur reproductibilité, dans des conditions in-vitro et

expérimentales réelles semi contrdlée en serre ou au champ.
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Annexe 01: Milieux de culture

e Milieu King B (King et al., 1954).

» Ingredients..................d/l
> Peptone..................... 20g
> Agar........ocooeiiiiennnn. 209
» K2HPOA4.................1.5¢
» MgSo4..........oeeinnnnn. 1.59
» Glycérol..........cc....... 15ml
» Eau distillée.......... 1000ml
> pH =7.2, autoclavage 20 minute a 120 °C.

e Milieu CAS :

> Ingredients........ocoo o2 O
» Chrome Azurol S................coceeeievevene... 60.5mg/50ml dow.
» Hexadecyltrimethyl ammonium bromide ..... 72.9mg/40ml d.w.
» MilieuKingB ... 42,23
> eaudistillée............cooii i .. 1000mI
» pH=6.840.2

Mélanger la solution Chrome Azurol S et la solution du bromure de
Hexadecyltrimethyl ammonium puis ajoutez-le & 10 ml de 1 mM d'une solution de
FeCI3.6H20 préparée dans du HCI 10 mM. Ajouter la solution finale & 900 ml de

base Kings Medium B.



Annexe 02: Fiche technique de la variété Marmande (Institut Technique des

Cultures Maraicheéres et industrielles de Staoueli, ITCMI).

e Plante

>

YV V. V V V V

e Fruit

YV V.V V V VYV V

Type de semences : fixée ou standard

Croissance : semi déterminée

Vigueur : moyenne

Ecart des entre noeud : court a moyen

Production : rendement précoce élevé

Mise en culture : sous abris plastiques et plein champ

Resistance aux maladies : verticiliose

Forme : ronde, aplatie

Couleur : rouge intense

Chair : peu charnue, bien juteuse
Nombre de fruits par bouquet : 4 & 6
Nombre de loges par fruit: 4a 5
Calibre du fruit : moyen

Poids moyen d’'un fruit: 120a 150 g

Annexe 03 : Analyse de variance du taux de germination de la variété Saint pierre.

Source des | Somme des | Degré Moyenne des | F Probabilité Valeur
variations carrés de carrés critique pour

liberté F
Traitements 1178,51852 | 9 130,946502 2,77105286 0,01137836 2,09575509
jours 80036,4815 | 5 16007,2963 338,741879 1,643E-34 2,42208546
Erreur 2126,48148 45 47,255144

Total

83341,4815 | 59




Annexe 04 : Evolution du taux de germination (%) des graines de la variété Saint
Pierre.
jours

j1 j2 i3 j4 j5 j6
Témoins | 0,00 + 0,00|0,00 + 0,00]3500 + 7,07 [6833 + 11,79 8500 + 7,07 | 8500 + 7,07
BBO9(Fr) |0,00 + 0,00|0,00 + 0,00|41,67 + 11,79|76,67 + 9,43 [90,00 + 943 | 91,67 = 7,07
BB9(SP) | 0,00 + 0,00|0,00 + 0,00| 833 + 2,36 (4833 + 16,50 78,33 + 11,79 [ 8500 + 7,07
BBY(AP) | 0,00 + 0,00|0,00 + 0004667 + 1886|8333 + 9,43 [8500 + 11,79 | 86,67 * 9,43
BB10(Fr) | 0,00 + 0,00|0,00 + 0,00 |40,00 + 18,86 | 68,33 + 7,07 |83,33 + 0,00 | 8500 + 2,36
BB10(SP) | 0,00 + 0,00|0,00 + 0,00[30,00 + 1886|6000 + 18,86|90,00 + 471 | 91,67 = 236
BB10(AP) 0,00 + 0,00|0,00 + 0,00 36,67 + 2828|6333 + 2828|7667 + 943 | 81,67 = 236
F21(Fr) |0,00 + 0,00(/0,00 + 0,00|51,67 + 16,50 | 76,67 + 14,14 (83,33 + 9,43 | 8500 * 11,79
F21(SP) |0,00 + 0,00(/0,00 + 0,00|41,67 + 16,50 | 78,33 + 11,79(88,33 + 11,79 | 88,33 + 11,79
F21(AP) |0,00 + 0,00]/0,00 + 0,00|6500 + 2,36 [81,67 + 2,36 |8500 + 7,07 | 86,67 = 471

Témoins : plants témoins non bactérisés.

BB9(Fr) : plants bactérisés par la souche BB9 de Pseudomonas spp.

fluorescent fraiche.

BB9 (SP) : plants bactérisés par la souche BB9 de Pseudomonas spp. fluorescent lyophilisée sans cryoprotecteurs.
BB9 (AP) : plants bactérisés par la souche BB9 de Pseudomonas spp. fluorescent lyophilisée avec cryoprotecteurs.

BB10 (Fr) : plants bactérisés par la souche BB10 de Pseudomonas spp. fluorescent fraiche

BB10 (SP): plants bactérisés par la souche BB10 de Pseudomonas spp. fluorescent lyophilisée sans cryoprotecteurs.
BB10 (AP): plants bactérisés par la souche BB10 de Pseudomonas spp. fluorescent lyophilisée avec cryoprotecteurs.

F21 (Fr): plants bactérisés par la souche F21 de Pseudomonas spp. fluorescent fraiche

F21 (SP): plants bactérisés par la souche F21 de Pseudomonas spp. fluorescent lyophilisée sans cryoprotecteurs.
F21 (AP): plants bactérisés par la souche F21 de Pseudomonas spp. fluorescent lyophilisée avec cryoprotecteurs.

Annexe 05 : Analyse de variance du taux de germination de la variété Saint pierre
effectué le dernier jour.

Source Type I SS | df | Moyenne des carrés | Rapport-F | Valeur-p
traitements | 177,778 9 | 19,753 0,356 0,932
Erreur 555,556 10 | 55,556

Annexe 06 : Teste de Newman-Keuls du taux de germination de la variété Saint

pierre effectué le dernier jour.

traitements | Groupe
BB10(AP) | 81,667(a)
BB10(Fr) 85,000(a)
BB9(SP) 85,000(a)
Témoins 85,000(a)
F21(Fr) 85,000(a)
F21(AP) 86,667(a)
BB9(AP) 86,667(a)
F21(SP) 88,333(a)
BB10(SP) | 91,667(a)
BB9(Fr) 91,667(a)




Annexe 07 : Analyse de variance du taux de germination de la variété Marmande.

Source des Somme des Degré de Moyenne des F Probabilité | Valeur critique
variations carrés liberté carrés pour F
Traitements 10655,5556 9 1183,95062 5,91346648 | 2,57E-06 1,99760915
jours 166841,111 9 18537,9012 92,5910726 | 7,4813E-39 | 1,99760915
Erreur 16217,2222 81 200,21262

Total 193713,889 99

Annexe 08 : Evolution du taux de germination (%) des graines de la variété

Marmande.
jours
jl j2 i3 j4 j5
Témoins| 000 + 000 | 000 + 0,00 | 0,00 + 0,00 | 1500 * 11,79| 40,00 + 14,14
BBO(Fr) 000 + 000| 000 + 000 | 000 + 000 | 8833 =+ 11,79| 96,67 + 4,71
BBI(SP) 000 + 000]| 000 + 000 000 + 000 | 667 =+ 000 | 2333 + 943
BB9(AP) 000 + 000 | 000 + 0,00 | 000 + 000 | 1000 * 4,71 | 3500 + 21,21
BB1O(Fr) | 0,00 + 0,00 | 0,00 + 000 | 000 <+ 0,00 | 5167 + 3064 | 8333 *= 943
BB10(SP) | 0,00 + 0,00 | 0,00 + 000 | 000 + 000 | 0,00 + 0,00 | 2333 = 471
BB10(AP) | 0,00 + 0,00 | 0,00 + 000 | 000 <+ 0,00 | 7500 + 7,07 | 90,00 = 471
F21(Fr) 000 + 000]| 000 + 000 000 + 0,00 | 6667 =+ 0,00 |100,00 £ 0,00
F21(SP) 000 + 000| 000 + 000 | 000 + 000 | 1333 =+ 4,71 | 56,67 + 471
F21(AP) 000 + 000]| 000 + 000 000 + 0,00 | 9167 =+ 7,07 |100,00 £ 0,00
jours
j6 i7 j8 j9 j10

Témoins | 70,00 + 1886| 8500 + 7,07 | 91,67 =+ 11,79| 91,67 =+ 11,79| 96,67 = 4,71
BBI(Fr) 100,00 + 0,00 | 100,00 + 0,00 |100,00 + 0,00 [100,00 + 0,00 | 100,00 + 0,00
BB9(SP) 51,67 + 11,79| 7500 + 11,79| 9167 £ 236 | 9167 =+ 236 | 91,67 + 2,36
BBI(AP) 7167 + 2121|9333 + 4,71 | 9667 £ 471 | 9667 = 471 | 9833 + 2,36
BB1O(Fr) | 98,33 + 2,36 |100,00 + 0,00 |100,00 + 0,00 |100,00 + 0,00 |100,00 = 0,00
BB10(SP) | 55,00 + 11,79 | 66,67 =+ 2357| 80,00 + 14,14 88,33 + 11,79| 98,33 + 2,36
BB10(AP) | 100,00 + 0,00 | 100,00 + 0,00 |100,00 + 0,00 |100,00 + 0,00 |100,00 = 0,00
F21(Fr) 100,00 + 0,00 | 100,00 + 0,00 |100,00 + 0,00 [100,00 + 0,00 | 100,00 + 0,00
F21(SP) 78,33 + 11,79| 9333 + 4,71 | 9833 + 2,36 |100,00 + 0,00 100,00 = 0,00
F21(AP) 100,00 + 0,00 |100,00 * 0,00 |100,00 + 0,00 |100,00 + 0,00 |100,00 = 0,00

Annexe 09 : Analyse de variance du taux de germination de la variété Marmande
effectué le dernier jour.

Source Type I SS | df | Moyenne des carrés | Rapport-F | Valeur-p
traitements | 127,222 9 14,136 3,635 0,028
Erreur 38,889 10 | 3,889




Annexe 10 : Teste de Newman-Keuls du taux de germination de la variété
Marmande effectué le dernier jour.

traitements | Groupe
BB9(SP) 91,667(a)
Témoins 96,667(b)
BB10(SP) 98,333(b)
BB9(AP) 98,333(b)
BB10(Fr) 100,000(b)
F21(Fr) 100,000(b)
F21(SP) 100,000(b)
F21(AP) 100,000(b)
BB10(AP) 100,000(b)
BB9(Fr) 100,000(b)

Annexe 11 : Analyse de variance concernant I'indice de vigueur.

Source Type I SS | df | Moyenne des carrés | Rapport-F | Valeur-p
traitements | 958 162,640 | 9 | 106 462,516 26,050 0,000
erreur 40 868,394 | 10 | 4 086,839

Annexe 12 : Valeur d'indice de vigueur des différents traitements.

_ Longu_eur Iongugur _ noml:_)re de taux de o _
traitements partie partie biomasse Total graines S indice de vigueur
aérienne racinaire germées germination
Témoins |[346 + 074|373 + 089 7,19 + 082|5800 + 141| 96,67 =+ 471 694,55
BBO(Fr) |514 + 059|800 + 165| 13,14 + 1,89|60,00 + 0,00| 100,00 + 0,00 1313,50
BBO(SP) |4727 + 079|283 + 064| 710 + 1,02|5500 + 0,71| 91,67 =+ 236 650,38
BBO(AP) |502 + 0,88|4,04 + 129| 9,06 + 1220|5900 + 0,71| 98,33 + 2,36 890,41
BB1O(Fr) |4,94 + 064|822 + 0,80 13,15 + 1,81|60,00 + 0,00| 100,00 + 0,00 1315,00
BB10(SP) |580 + 084|438 + 0651018 + 1,04|5900 + 0,71| 9833 =+ 2,36 1000,54
BB10(AP) | 4,84 + 066|647 + 175|11,31 + 154(60,00 + 0,00| 100,00 * 0,00 1130,50
F21(Fr) |4,81 + 053|6,74 + 145|1155 + 1,46|60,00 + 0,00| 100,00 + 0,00 1154,50
F21(SP) |4,67 + 0,83|484 + 086| 951 + 0,84|60,00 + 0,00 100,00 + 0,00 951,00
F21(AP) |5,03 + 036|625 + 0098|1128 + 0,95|60,00 + 0,00 | 100,00 * 0,00 1127,50

Annexel3 : test de Newman-Keuls (a=5%) concernant I'indice de vigueur.

traitements Groupe
BBI(SP) 649,833 (a)
Témoins 695,133 (a)
BB9(AP) 891,667 (b)
F21(SP) 951,000 (c)
BB10(SP) 1 001,183 (c)
F21(AP) 1 127,500 (d)
BB10(AP) 1 130,500 (d)
F21(Fr) 1 154,500 (d)
BBO(Fr) 1 313,500 (d)
BB10O(Fr) 1 315,000 (d)




Annexe 14 : Analyse de variance du suivie de la survie et de la mortalité aprés mise
en alvéoles des plantules de la variété Saint pierre.

Sourcedes | Somme Degré de Moyenne des | F Probabilité Valeur

variations des carrés | liberté carrés critique pour
F

Traitements | 115,28 9 12,8088889 10,0857393 1,5436E-07 2,15260747

Jours 29,08 7,27 5,72440945 0,00113411 2,63353209

Erreur 45,72 36 1,27

Total 190,08 49

Annexe 15: suivie de la survie et de la mortalité apres mise en alvéoles des
plantules de la variété Saint pierre.

Traitements jours

Ji J2 J3 J4 J5

Témoins 51 50 49 49 49
BBI(Fr) 55 54 53 53 53
BB9(SP) 51 50 50 50 50
BB9(AP) 52 51 50 51 51
BB10(Fr) 51 51 51 51 51
BB10(SP) 55 51 51 51 51
BB10(AP) 51 49 51 51 51
F21(Fr) 51 48 51 51 51
F21(SP) 53 46 46 46 46
F21(AP) 52 50 52 52 52

Annexe 16 : Analyse de variance du suivie de la survie et de la mortalité aprés mise
en alvéoles des plantules de la variété Marmande.

Sourcedes | Somme des | Degré de Moyenne F Probabilité | Valeur

variations carrés liberté des carrés critique
pour F

Traitements | 282,18 9 31,3533333 | 32,5092166 | 1,1283E-14 | 2,15260747

jours 70,88 17,72 18,3732719 | 2,6373E-08 | 2,63353209

Erreur 34,72 36 0,96444444

Total 387,78 49

Annexe 17 : suivie de la survie et de la mortalité aprés mise en alvéoles des

plantules de la variété Marmande.

jours

traitements J1 J2 J3 J4 J5
Témoins 58 51 51 51 51
BBI(Fr) 60 56 56 56 56
BB9(SP) 55 53 53 53 53
BBI(AP) 58 56 56 56 56
BB10(Fr) 60 59 59 59 59
BB10(SP) 59 54 54 54 54
BB1O(AP) 60 58 58 58 58
F21(Fr) 60 60 60 60 60
F21(SP) 60 55 55 55 55
F21(AP) 60 59 58 58 58




Annexe 18: Analyse de variance de l'évolution de la hauteur des tiges des
différents traitements en fonction des jours.

Source des | Somme des Degré de Moyenne des | F Probabilité Valeur
variations carrés liberté carrés critique pour
Traitements | 1178,51852 130,946502 2,77105286 0,01137836 2,09575509
jours 80036,4815 16007,2963 338,741879 1,643E-34 2,42208546
Erreur 2126,48148 45 47,255144

Total 83341,4815 59

Annexe 19 : Evolution de la hauteur des tiges des différents traitements en fonction

des jours.
. Jours
Traitements
J1 J3 J5 J7 J10 J12 J14
Témoins 378 + 035|428 + 031|508 + 059|675 + 058|793 =+ 042|927 =+ 074]|10,14 + 0,55
BBI(Fr) 533 + 053|699 =+ 053|782 + 047] 952 + 056|12,16 + 0501487 + 058]16,48 =+ 0,73
BB9(SP) 388 =+ 041|451 + 043|533 + 043|690 =+ 045|835 =+ 049]|12,00 + 0,67|13,66 = 0,55
BB9(AP) 519 + 0,79| 6,15 + 061|736 + 061 932 =+ 0571208 + 042|14,73 + 0901594 + 0,81
BB10(Fr) | 660 + 080|823 =+ 0,85 921 + 0941096 + 067|13,70 + 0,95|17,25 + 1,12]19,43 =+ 1,22
BB10(SP) | 499 + 046|591 + 046|671 + 043| 763 =+ 044|962 =+ 071|1285 + 0621389 + 0,71
BB10(AP) | 590 + 0,72| 7,63 + 061|906 + 0,71|1045 + 0,78|12,97 + 094[1691 + 1,86|19,20 + 1,40
F21(Fr) 7,07 + 087|852 + 065|976 + 065[11,53 + 0661429 + 091|18,84 + 1,24(20,83 + 1,11
F21(SP) 477 + 063] 593 + 036|702 + 061|822 + 059|99 =+ 061]1353 + 1,03|1542 + 0,60
F21(AP) 573 + 059 758 + 058|918 + 0,67]|1046 + 062|13,88 + 1,00(18,61 + 0,99]20,13 * 0,90
. Jours
Traitements
J17 J19 J21 J25 J28 J31 J35
Témoins |11,50 + 0,63|12,37 + 0,78(13,93 + 0481643 + 046[19,17 + 0,73|22,17 + 084(26,02 + 0,70
BBO(Fr) |19,92 + 0,81]2234 + 0,84|24,15 + 0,70(27,25 + 0,69]29,55 + 1,02|31,09 + 1,01]33,32 = 0,94
BB9(SP) |15,63 + 0,55|16,25 + 0,63(18,09 + 0,64|21,70 + 0902431 + 093|28,02 + 1,09(2898 + 1,10
BB9(AP) |19,49 + 0,89(21,32 + 1,10(23,42 + 1,12|26,06 + 0,76]2851 + 1,00/30,33 = 1,20(32,14 + 1,94
BB10(Fr) [21,59 + 1,22|24,00 + 0,8426,45 + 0992826 + 1,14|2956 + 1,24|31,93 + 1,33|3505 = 1,09
BB10(SP) [16,91 + 055|17,95 + 0,54[20,78 + 083]23,43 + 0882661 + 0882932 + 0,95(|31,81 + 098
BB10(AP) |21,45 + 1,38[23,09 + 1,29(26,60 + 1,57|27,80 + 0972931 + 1,15[30,90 + 1,07|34,43 + 0,64
F21(Fr) 2293 + 1,04(2503 + 1,06/2802 + 1,09]|28,69 + 092]30,22 + 1,14|32,67 + 0,93]|34,81 = 095
F21(SP) (17,75 + 0,63|19,43 + 0832290 + 0,72]|2500 + 065]|2690 + 0,68|2881 + 0623252 + 1,24
F21(AP) (22,41 + 090]2389 + 1,11[26,05 + 09127,12 + 064[29,32 + 1,05(30,93 * 0,93]|34,10 = 1,09

Annexe 20 : Analyse statistique des paramétres de croissance.

Analyse de variance de I'évolution de la hauteur des tiges en dernier jours.
Source Type Il SS | df Moyenne des carrés | Rapport-F | Valeur-p
traitements | 1541,742 | 9 171,305 136,653 0,000
Erreur 250,715 200 | 1,254

Analyse de variance du nombre de feuille. Période 1
Source Type Il SS | df Moyenne des carrés | Rapport-F | Valeur-p
Traitements | 16,700 9 1,856 7,952 0,000
Erreur 4,667 20 | 0,233




Analyse de variance du nombre de feuille. Période 2

Source Type Il SS | df Moyenne des carrés | Rapport-F | Valeur-p
Traitements | 15,500 9 1,722 17,222 0,000
Erreur 2,000 20 | 0,100
Analyse de variance du nombre de feuille. Période 3
Source Type Il SS | df Moyenne des carrés | Rapport-F | Valeur-p
Traitements | 106,507 9 11,834 28,434 0,000
Erreur 58,267 140 | 0,416
Analyse de variance de la hauteur des tiges. Période 1
Source Type Il SS | df Moyenne des carrés | Rapport-F | Valeur-p
Traitements | 195,574 9 21,730 35,682 0,000
Erreur 12,180 20 | 0,609
Analyse de variance de la hauteur des tiges. Période 2
Source Type Il SS | df Moyenne des carrés | Rapport-F | Valeur-p
Traitements | 383,376 9 42,597 69,870 0,000
Erreur 12,193 20 | 0,610
Analyse de variance de la hauteur des tiges. Période 3
Source Type Il SS | df Moyenne des carrés | Rapport-F | Valeur-p
Traitements | 1 094,951 | 9 121,661 81,847 0,000
Erreur 208,103 140 | 1,486
Analyse de variance de lalongueur des racines. Période 1
Source Type Il SS | df Moyenne des carrés | Rapport-F | Valeur-p
Traitements | 272,725 9 30,303 29,325 0,000
Erreur 20,667 20 1,033
Analyse de variance de lalongueur des racines. Période 2
Source Type Il SS | df Moyenne des carrés | Rapport-F | Valeur-p
Traitements | 134,587 9 14,954 18,802 0,000
Erreur 15,907 20 | 0,795
Analyse de variance de lalongueur des racines. Période 3
Source Type Il SS | df Moyenne des carrés | Rapport-F | Valeur-p
Traitements | 778,743 9 86,527 34,512 0,000
Erreur 351,002 140 | 2,507
Analyse de variance du diameétre des tiges. Période 1
Source Type Il SS | df Moyenne des carrés | Rapport-F | Valeur-p
Traitements | 0,081 9 0,009 7,605 0,000
Erreur 0,024 20 | 0,001
Analyse de variance du diameétre des tiges. Période 2
Source Type Il SS | df Moyenne des carrés | Rapport-F | Valeur-p
Traitements | 0,064 9 0,007 4,036 0,004
Erreur 0,035 20 | 0,002
Analyse de variance de la surface foliaire. Période 1
Source Type Il SS | df Moyenne des carrés | Rapport-F | Valeur-p
traitements | 29 381,850 | 9 3 264,650 42,720 0,000
Erreur 1 528,379 20 76,419
Analyse de variance de la surface foliaire. Période 2
Source Type Il SS | df Moyenne des carrés | Rapport-F | Valeur-p
traitements | 58 676,854 | 9 6 519,650 17,005 0,000
Erreur 7 668,079 | 20 | 383,404
Analyse de variance du poids frais de |la partie aérienne. Période 1
Source Type Il SS | df Moyenne des carrés | Rapport-F | Valeur-p
traitements | 42,624 9 4,736 7,764 0,000
Erreur 12,200 20 | 0,610




Analyse de variance du poids frais de la partie aérienne. Période 2

Source Type Il SS | df Moyenne des carrés | Rapport-F | Valeur-p
Traitements | 66,102 9 7,345 21,189 0,000
Erreur 6,932 20 0,347

Analyse de variance du poids frais de |la partie aérienne. Période 3
Source Type Il SS | df Moyenne des carrés | Rapport-F | Valeur-p
traitements | 594,416 9 66,046 54,319 0,000
Erreur 170,226 140 | 1,216

Analyse de variance du poids frais de la partie racinaire. Période 1
Source Type Il SS | df Moyenne des carrés | Rapport-F | Valeur-p
traitements | 4,098 9 0,455 25,195 0,000
E Erreur 0,361 20 0,018

Analyse de variance

du poids frais de la partie racinaire. Période 2

Source Type Il SS | df Moyenne des carrés | Rapport-F | Valeur-p
traitements | 5,238 9 0,582 9,258 0,000
Erreur 1,257 20 0,063

Analyse de variance

du poids frais de la partie racinaire. Période 3

Source Type Il SS | df Moyenne des carrés | Rapport-F | Valeur-p
traitements | 119,406 9 13,267 26,909 0,000
Erreur 69,027 140 | 0,493

Analyse de variance du poids sec de la partie aérienne. Pério

del

Source Type Il SS | df Moyenne des carrés | Rapport-F | Valeur-p
traitements | 0,153 9 0,017 7,764 0,000
Erreur 0,044 20 0,002

Analyse de variance du poids sec de |la partie aérienne. Période 2
Source Type Il SS | df Moyenne des carrés | Rapport-F | Valeur-p
traitements | 0,701 9 0,078 13,337 0,000
Erreur 0,117 20 0,006

Analyse de variance du poids sec de |la partie aérienne. Période 3
Source Type Il SS | df Moyenne des carrés | Rapport-F | Valeur-p
traitements | 22,742 9 2,527 62,182 0,000
Erreur 5,689 140 | 0,041

Analyse de variance du poids sec de la partie racinaire. Période 1
Source Type Il SS | df Moyenne des carrés | Rapport-F | Valeur-p
traitements | 0,016 9 0,002 25,054 0,000
Erreur 0,001 20 0,000

Analyse de variance du poids sec de la partie racinaire. Période 2
Source Type Il SS | df Moyenne des carrés | Rapport-F | Valeur-p
traitements | 0,038 9 0,004 14,926 0,000
Erreur 0,006 20 0,000

Analyse de variance du poids sec de la partie racinaire. Période 3
Source Type Il SS | df Moyenne des carrés | Rapport-F | Valeur-p
traitements | 0,522 9 0,058 25,276 0,000
Erreur 0,321 140 | 0,002




Annexe 21: classification des moyenne des parametres de croissance selon le teste
Newman-Keuls (0=5%).

% o Longueur Longueur Poids frais Poids frais | Poids sec oids sec
£ |8 | Nombre de Iag artie du Diamétre surface de la de la partie | de la partie dg la partie
P 5 | de feuilles . P systéeme des tiges foliaire partie ' pa . P ' pa
g @ aérienne - - racinaire aérienne racinaire
= racine aérienne
3,33+0,58 | 9,00+0,70 | 9,17+1,04 | 0,35+0,03 46,06+5,61 2,33%0,21 | 0,35+#0,02 | 0,14+0,02 | 0,04+0,01
1
® (a) (a) (a) (a) (a) (a) (a) (a) (a)
'S 5 35,33+0,5 | 15,43+0,60 | 13,00+0,20 | 0,40+0,01 | 113,88+20,23 | 7,01+1,00 | 1,60+0,24 | 0,53+0,06 | 0,08+0,02
5 8 (&) @ @ @ @ @ (a) (a) (a)
= 6,33+0,72 | 29,33+1,14 | 14,45+1,08 15,44+0,96 | 1,99+0,36 | 2,08+0,16 | 0,20+0,02
3
(a) (a) (a) (a) (a) (a) (a)
1 5,67+0,58 | 13,50+0,56 | 15,07+0,90 | 0,46+0,02 | 103,16+541 | 4,70+0,61 | 1,15+0,11 | 0,28+0,01 | 0,07+0,00
(c) (b) (e) (d) (c) (c) (e) (d) (c)
BB9 2 7,00+0,00 | 24,27+0,25 | 16,03+0,25 | 0,49+0,04 | 213,21+4,58 | 10,29+0,58 | 2,38+0,14 | 0,78+0,10 | 0,14+0,01
(Fr) (b) (e) (b) (c) (d) (d) (d) (d) (c)
3 8,40+0,83 | 35,20+0,59 | 18,29+1,38 19,36+0,73 | 3,45+0,55 | 2,76+0,17 | 0,29+0,04
(e) (d) (©) (e) (c) (d) (c)
1 4,00+0,00 | 10,13+0,40 | 10,23+1,16 | 0,37+0,02 69,95+7,39 2,90+0,09 | 0,43+0,03 | 0,17+0,02 | 0,04+0,01
(b) (a) (a) (a) (b) (b) (a) (b) (a)
BB9 5 5,33+0,58 | 18,50+0,50 | 13,03+0,96 | 0,41+0,01 | 157,87+11,38 | 7,82+0,68 | 1,73+0,16 | 0,59+0,05 | 0,10+0,01
(SP) (a) (b) (a) (b) (b) (b) (b) (b) (b)
3 6,73+0,59 | 31,18+1,62 | 14,61+0,70 16,89+0,48 | 2,32+0,29 | 2,22+0,12 | 0,21+0,03
(b) (b) (a) (b) (b) (a) (a)
1 5,00+0,00 | 13,33+0,57 | 14,50+1,32 | 0,43+0,05 89,56+5,57 3,88+0,79 | 0,95+0,08 | 0,26+0,06 | 0,06+0,00
(©) (b) (d) (d) (c) (c) (d) (d) (b)
BB9 5 7,00+0,00 | 24,27+0,75 | 15,67+0,58 | 0,48+0,02 | 206,91+1,51 | 9,84+0,73 | 2,28+0,08 | 0,76x0,10 | 0,14+0,01
(AP) (b) (e) (b) (c) (d) (c) (d) (d) (c)
3 8,13+0,64 | 34,35+0,82 | 16,95+1,04 18,96+0,81 | 3,35+0,58 | 2,69+0,22 | 0,28+0,05
(d) (d) (b) (d) (c) (d) (b)
1 5,33+0,58 | 15,90+0,66 | 16,50+1,00 | 0,47+0,03 | 129,1+11,11 | 5,96+1,30 | 1,48+0,24 | 0,35+0,06 | 0,10+0,01
(©) (©) (e) (d) (d) (c) ® (d) (e)
BB10 5 7,00+0,00 | 26,13+1,03 | 18,10+0,96 | 0,48+0,02 | 237,58+21,04 | 11,11+0,38 | 2,75+0,30 | 0,97+0,01 | 0,18+0,01
(Fr) (b) ® (c) (c) (d) (d) (d) ® (d)
3 8,67+0,62 | 37,25+1,12 | 19,91+1,76 20,72+0,97 | 4,21+1,01 | 3,14+0,26 | 0,34+0,06
(e) (e) (d) ® (d) ® (d)
1 4,00+0,00 | 11,93+0,90 | 12,17+1,04 | 0,38+0,03 74,83+2,58 3,47+0,54 | 0,73+0,16 | 0,24+0,04 | 0,06+0,00
(b) (b) (b) (b) (b) (b) (b) (c) (b)
BB10 2 6,00+0,00 | 20,17+0,76 | 14,40+0,36 | 0,48+0,07 | 177,018,557 | 8,39+0,59 | 1,81+0,13 | 0,72+0,07 | 0,12+0,03
(SP) €) (©) (b) (c) (c) (b) (© (© (b)
3 6,93+0,59 | 32,48+1,15 | 15,34+0,86 17,49+0,56 | 2,53+0,19 | 2,39+0,14 | 0,23+0,03
(b) (c) (a) (c) (b) (b) (a)
1 4,67+0,58 | 15,7741,17 | 15,07£0,51 | 0,47+0,06 137,0+£18,15 | 4,71+1,36 | 1,15+0,14 | 0,32+0,06 | 0,09+0,01
(c) (c) (e) (d) (d) (c) (e) (d) (d)
BB10 2 7,00+0,00 | 25,33+1,40 | 16,23+0,93 | 0,51+0,01 | 230,43+11,53 | 10,59+0,13 | 2,56+0,08 | 0,85+0,08 | 0,17+0,00
(AP) (b) ® (b) (c) (d) (d) (d) (e) (d)
3 7,93+0,80 | 36,27+1,66 | 18,71+2,42 20,08+1,15 | 4,01+0,99 | 2,95+0,28 | 0,32+0,07
(c) (e) (d) ® (d) (e) (d)
1 5,67+0,58 | 16,87+0,47 | 19,67+0,76 | 0,51+0,02 | 145,1+10,90 | 5,95+0,53 | 1,44+0,17 | 0,37+0,08 | 0,11+0,01
(c) (c) ® (d) (d) (c) ® (d) (e)
F21 2 7,33+0,58 | 26,77+0,40 | 19,87+1,03 | 0,55+0,04 | 278,01+45,56 | 11,49+0,14 | 2,77+0,44 | 1,05+0,10 | 0,20+0,02
(Fr) (b) ® (c) (c) (e) (d) (d) ® (d)
3 8,93+0,70 | 38,19+1,11 | 21,29+2,43 22,58+245 | 4,79+1,19 | 3,33+0,21 | 0,38+0,07

©)

(f)

©)

@

(€

©)

©)




E 3 Longueur Longueur L Poids frais Poids frais | Poidssec | poids sec
% .-S Noml:_)re de I? du systeme Dlam_etre sur_fa}ce de I? de la partie | de la partie | de la partie
'E E de feuilles pqrtle racine des tiges foliaire que racinaire aérienne racinaire
= aérienne aérienne
1 4,67+0,58 | 12,03+1,00 | 13,83+0,76 | 0,42+0,04 81,81+1,93 4,19+0,69 | 0,89+0,06 | 0,27+0,01 | 0,07+0,01
(© (b) (© (© (b) (© (© (© (b)
F21 > 6,00£0,00 | 22,17+1,04 | 15,07+0,90 | 0,44+0,02 | 190,58%+154 | 8,54+0,75 | 1,90+0,16 | 0,72+0,08 | 0,13+0,02
(SP) (@) (d) (b) (© (d) (b) (© (© (b)
3 7,67+0,49 | 32,80+1,24 | 15,89+1,08 17,83£0,56 | 2,66x0,21 | 2,54+0,11 | 0,24+0,02
© © (b) © (b) © (@)
1 5,33+0,58 | 16,10+0,98 | 17,20+1,35 | 0,49£0,04 | 125,47+5,97 | 5,62+0,68 | 1,25+0,16 | 0,32+0,03 | 0,10+0,01
(© (© (e) (d) (d) (© ® (d) (e)
F21 5 7,00£0,00 | 26,00+0,00 | 18,03+1,67 | 0,52+0,09 | 235,68%6,23 | 11,09+0,24 | 2,58+0,43 | 0,91+0,07 | 0,18+0,02
(AP) (b) ® (© (© (d) (d) (d) ® (d)
3 8,531£0,52 | 36,42+1,34 | 19,61+1,91 20,34+0,95 | 4,16x0,76 | 3,05+£0,26 | 0,34%0,05
(e) (e) (d) ® (d) ® (d)
Annexe 22 : Analyse de variance du parametre de floraison.
Source Somme des | Degré de | Moyenne F Probabilité | Valeur
des carrés liberté des carrés critique
variations pour F
Lignes 139,463636 | 9 15,4959596 | 20,3192053 | 3,3511E-18 | 1,98559496
Colonnes | 120,818182 | 10 12,0818182 | 15,8423841 | 5,2906E-16 | 1,93756679
Erreur 68,6363636 | 90 0,76262626
Total 328,918182 | 109
Annexe 23 : nombre de fleur apparu en fonction du temps.
jours
J49 J50 J51 J52 J53 J54 J55 J56 J57 J58 J59
Témoins 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2
BBI(Fr) 0 0 0 0 0 0 0 1 1 2 2
BB9(SP) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2
BB9(AP) 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 3
BB10(Fr) 0 0 0 0 0 0 0 1 1 2 3
BB10(SP) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2
BB10(AP) 0 1 2 2 2 5 5 6 7 7 7
F21(Fr) 0 0 0 0 1 2 2 2 3 5 7
F21(SP) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 3
F21(AP) 0 0 0 0 0 0 1 1 1 3 4




Annexe 24 : teneurs en pigments chlorophylliens par périodes.

Période | traitement Ch.A Ch.B Ch.A+Ch.B
Témoins 0,20 + 0,01|0,30 + 0,01{0,50 = 0,00
BB9(Fr) 0,23 + 0,04(0,33 + 0,060,556 + 0,01
BB9(SP) 0,20 + 0,02(0,30 + 0,040,550 + 0,01
BB9(AP) 0,22 + 0,03(0,35 + 0,060,557 + 0,02

1 BB10(Fr) |0,25 + 0,02|0,39 + 0,02|0,64 = 0,01
BB10(SP) |0,20 + 0,02 (0,30 + 0,02 0,50|i 0,00
BB10(AP) |0,22 + 0,04|0,31 + 0,05|0,53 = 0,01
F21(Fr) 0,26 + 0,02(0,37 + 0,05/0,64 + 0,02
F21(SP) 0,21 + 0,01{0,30 + 0,01/0,50 + 0,00
F21(AP) 0,23 + 0,02(0,34 + 0,03/057 + 0,01
Témoins |0,21 + 0,040,224 + 0,02|045 + 0,01
BB9(Fr) 0,17 + 0,03(0,19 + 0,04|0,36 + 0,01
BB9(SP) 0,20 + 0,03|0,27 + 001|047 + 0,02
BB9(AP) 0,17 £ 0,02|0,20 + 0,04|0,37 = 0,01

) BB10(Fr) |0,15 + 0,02|0,17 + 0,01|0,32 = 0,00
BB10(SP) |0,18 + 0,03|0,22 + 0,05|0,40 = 0,02
BB10(AP) |0,15 + 0,02|0,18 + 0,07|0,33 = 0,04
F21(Fr) 0,14 + 0,01(0,18 + 0,02|0,33 + 0,00
F21(SP) 0,23 + 0,03(0,28 + 0,02/052 + 0,01
F21(AP) 0,17 £ 0,03|0,23 + 0,02|0,40 *= 0,01

Annexe 25 : Gain (%) en teneurs des pigments chlorophylliens par périodes.

Périodes Traitements | Ch.A Ch.B Ch.A+Ch.B

Période 1 Témoins 0,0 0,0 0,0
BBI(Fr) 136 113 122
BBI(SP) -0,1 0,2 0,1
BB9(AP) 9,2 17,1 13,9
BBLO(Fr) 21,8 31,0 272
BB10(SP) -3,8 0,8 -1,1
BB10O(AP) 6,2 58 6,0
F21(F) 29,9 249 26,9
F21(SP) 1,7 0,0 0,7
F21(AP) 113 146 132

Période 2 Témoins 0,00 0,00 0,00
BBY(Fr) 17,71 -21,58 -19,81
BBI(SP) -2,00 11,24 5,15
BBI(AP) -18,03 17,53 17,76
BB10(Fr) 27,93 -30,76 29,46
BB10(SP) -11,64 -10,48 -11,01
BBLO(AP) | -28,79 -26,29 27,44
F21(Fr) -30,87 24,97 27,68
F21(SP) 13,37 15,51 14,53
F21(AP) -18,28 -6,14 11,72




Annexe 26: Estimation des gains de I'évaluation de la biostimulation de la

germination.
% 7,84 7,84
8,00 -
6,00 -
3,92
4,00 -
1,96 1,96

2,00 -

0,00 0,00 0,00 0,00
OOO T T T T T T T T T 1

e £ & & £ & E & %
} i o o)) S = S S — g =
2,00 g 2 2 2 = = & & &
-4,00 392

Gain (%) en taux de germination de la variété Saint Pierre par rapport au témoin
effectuée le sixieme jour
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Gain (%) en taux de germination de la variété Marmande par rapport au témoin
effectuée le dixieme jour.

Témoins : plants témoins non bactérisés.

BBI(Fr) : plants bactérisés par la souche BB9 de Pseudomonas spp. fluorescent fraiche.

BB9 (SP) : plants bactérisés par la souche BB9 de Pseudomonas spp. fluorescent lyophilisée sans cryoprotecteurs.
BB9 (AP) : plants bactérisés par la souche BB9 de Pseudomonas spp. fluorescent lyophilisée avec cryoprotecteurs.
BB10 (Fr) : plants bactérisés par la souche BB10 de Pseudomonas spp. fluorescent fraiche

BB10 (SP): plants bactérisés par la souche BB10 de Pseudomonas spp. fluorescent lyophilisée sans cryoprotecteurs.
BB10 (AP): plants bactérisés par la souche BB10 de Pseudomonas spp. fluorescent lyophilisée avec cryoprotecteurs.
F21 (Fr): plants bactérisés par la souche F21 de Pseudomonas spp. fluorescent fraiche

F21 (SP): plants bactérisés par la souche F21 de Pseudomonas spp. fluorescent lyophilisée sans cryoprotecteurs.
F21 (AP): plants bactérisés par la souche F21 de Pseudomonas spp. fluorescent lyophilisée avec cryoprotecteurs.
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Annexe 27: Estimation des gains de I'évaluation de la biostimulation des paramétres

de croissance.
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BBI(Fr) : plants bactérisés par la souche BB9 de Pseudomonas spp. fluorescent fraiche.

BB9 (SP) : plants bactérisés par la souche BB9 de Pseudomonas spp. fluorescent lyophilisée sans cryoprotecteurs.
BB9 (AP) : plants bactérisés par la souche BB9 de Pseudomonas spp. fluorescent lyophilisée avec cryoprotecteurs.
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F21 (SP): plants bactérisés par la souche F21 de Pseudomonas spp. fluorescent lyophilisée sans cryoprotecteurs.
F21 (AP): plants bactérisés par la souche F21 de Pseudomonas spp. fluorescent lyophilisée avec cryoprotecteurs.
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