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RESUME 
 
 

              L'objectif de notre travail est la mise en évidence de la capacité de 
souches de Pseudomonas fluorescens et de Rhizobium spp. dans la promotion et 
la phytostimulation de la croissance des plantes. Cette étude a été déroulée en 
deux phase : la première dans des conditions expérimentales semi-contrôlée (sous 
serre en verre) et la deuxième en plein champ (conditions non contrôlées), dont le 
but est d’établir une étude comparative entre ces différentes conditions 
d’expérimentation. 

          Les résultats obtenus ont montré que les rhizobactéries appliquées 
améliorent la croissance, tant sur les plans développement et physiologie de la 
plante et aussi sur le plan de nodulation et de fixation de l’azote. Le dispositif 
expérimental adopté a permis de mettre en évidence des gains en croissance et en 
nodulation, de façon significative, dans les cas de coinoculations des deux types de 
rhizobactéries. Ces gains dépassent parfois 150 % en nombre de nodules pour la 
souche P64, additionnés à une importante acquisition en azote (plus de 70 %). 

          En comparant les gains enregistrés, en terme de croissance végétale, il 
apparaît clairement que la croissance est meilleure dans les conditions semi-
contrôlées (sous serre) ; alors que la fixation de l’azote est plus élevées en 
conditions naturelles, en dépit d’une forte nodulation dans les premières conditions. 

          Les résultats obtenus permettent d’envisager une application directe sur 
champ, en raison de l’adaptation de ces rhizobactéries aux différentes conditions 
expérimentales adoptées. En effet, la colonisation rhizosphérique aussi élevée, 
atteignant des seuils de 109 CFU/g de sol, montre le potentiel rhizosphérique des 
souches sélectionnées. 

 

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

 Pseudomonas هو إبراز فعالية و قدرات بعض عزلات           الغرض الأساسي من دراستنا التجريبية
fluorescens و Rhizobium sp  في التأثير ايجابيا على نمو النبات  .أجريت الدراسات بالتوازي   في ظروف 

في الحقل )في ظروف تجريبية غير  و الثاني  الأول في وسط مراقب جزئيا )بيت بلاستيكي زجاجي(:تجريبية مختلفة
مراقبة ( بهدف المقارنة بين الوضعين المختلفين .

          أكدت النتائج المتحصل عليها آن العزلات البكتيرية أثرت ايجابيا في نمو النبات و تشكيل العقد البكتيرية المعروفة 
في تثبيت النيتروجين .سجلت الدراسة ان المخطط التجريبي المستعمل أدى إلى زيادات معتبرة في نمو النبات و في 

 و Psendomonas fluorescensتشكيل العقد البكتيرية  ˛خاصة في اختبار التفاعل بين عزلات  
مع ارتفاع مستوى تثبيت  %150 حيث فاقت نسبة الزيادة في عدد العقد البكتيرية  .Rhizobium sppعزلات

 .%70النيتروجين لدى النبات بنسبة 
          بالنسبة للمقارنة في نمو النبات ˛أوضحت الدراسة أن الزيادات المعتبرة في النمو و في تشكيل العقد البكتيرية 

 كانت في الوسط المراقب جزئيا  مع مستوى اكبر لتثبيت  النيتروجين لنبات الفول في الحقل.
          النتائج المتحصل عليها تسمح بتطبيق مباشر لهذه البكتريا النافعة في الحقل بالنضر  لتكيف العزلات المستعملة مع 

/مختلف الظروف التجريبية المعتمدة إضافة لإظهار مستويات في تعمير    CFU. غ من التربة
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ABSTRACT 

 
          The objective of our study is the setting in evidence of the capacity of 
Pseudomonas fluorescens strains in the phytostimulation of plant growth and the 
activation of the nodulation by Rhizobium spp. Two experimentations have been 
done in parallel: the first in semi - controlled applied conditions (glass greenhouse) 
and the second in full field (natural conditions) to establish a comparative survey 
between these different applied conditions. 
          The results obtained showed that the Pseudomonas fluorescens and 
Rhizobium sp strains applied improve the growth, so much on development and 
physiology of plant, and also within nodulation and nitrogen fixation. The 
experimental device show significant gains in growth and nodulation, particularly,   
in with interaction of the two types of rhizobacteria (coinoculation), exceed 150 % in 
a number of nodules associated with a significant nitrogen acquisition by plants 
(more than 70 %).  
          Comparison of beneficial effects on experiments strains showed clearly that 
highest levels were observed in semi-controlled conditions (greenhouse 
experiment), whereas the nitrogen fixation is higher in natural conditions, in spite of 
a strong nodulation under the first conditions (natural experiment). 
          The results obtained make it possible to consider a direct application on field, 
because of the adaptation of these rhizobacteria to the various experimental 
conditions. Indeed, a high level of rhizosphere colonization, reaching 109 CFU/g of 
soil, shows the rhizospheric potential of the selected strains. 
 
       Key words: PGPR, Pseudomonas spp. fluorescent, Rhizobium, nodulation,                                                                                               
                             phytostimulation.  
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INTRODUCTION 
 

          Les plantes dans le sol établissent des relations assez étroites avec les 

communautés microbiennes telluriques, notamment les bactéries. Les densités de 

populations bactériennes dans la rhizosphère sont plus élevées que dans le sol 

environnant, et jusqu'à 15% de la surface racinaire peut être couvert par des 

microcolonies d'une variété de souches bactériennes [1, 2, 3]. Ces rhizobactéries 

utilisent les éléments nutritifs libérés de la plante hôte pour leur croissance, et 

sécrètent à leur tour des métabolites dans la rhizosphère  [4, 5, 6, 7, 8]. Parmi ces 

rhizobactéries colonisatrices, certaines ayant un impact positif sur la plante, par le 

biais d’un effet protecteur ou via une stimulation de sa croissance avec un certain 

degré de spécificité [9], ces bactéries ont communément été regroupées sous le 

terme de rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes, ou PGPR (Plant 

Growth Promoting Rhizobacteria) [10]. 

 

          Les effets bénéfiques par lesquels les PGPR affectent favorablement la 

croissance et le rendement de nombreuses cultures agricoles économiquement 

importantes, résultent des mécanismes importants incluant la fixation de l’azote 

atmosphérique qui est transféré à la plante, la production de sidérophores qui 

chélatent le fer et le mettent à la disponibilité des racines, la solubilisation des 

éléments minéraux et la synthèse de phytohormones [11]. Ces PGPR peuvent 

également favoriser la croissance des plantes par le biocontrôle des agents 

phytopathogènes telluriques, par la compétition trophique et l’activité d’antibiose. 

Ainsi, ces rhizobactéries peuvent induire une résistance systémique qui intervient 

dans la mise en alerte de la plante hôte contre les agents phytopathogènes [12, 13, 

14].    
 
          Les plantes prélèvent l’azote minéralisé dans le sol par absorption racinaire, 

mais certaines espèces végétales établissent une symbiose avec certaines 

bactéries qui ont la faculté de fixer l’azote atmosphérique (80% de l’atmosphère 

terrestre). Les légumineuses sont capables d’établir la symbiose la plus importante 

d’un point de vue écologique et agronomique, en s’associant à des bactéries du sol 

communément appelées Rhizobiums. Grâce à cette symbiose, la plante hôte 
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accède à une forme d'azote qu'elle ne pourrait pas autrement utiliser. Ainsi, environ 

44 à 66 millions de tonnes d’azote sont fixées annuellement dans le monde, 

fournissant presque la moitié de tout l'azote utilisé dans l'agriculture [1].  

 

          Les PGPR ont la capacité de coloniser les racines de plusieurs cultures, 

telles que les légumineuses, où elles peuvent être en interaction avec les 

Rhizobiums tout en favorisant la nodulation et la fixation de l’azote [15]. En effet, 

l’interaction des souches de Rhizobium avec des Pseudomonas peut améliorer les 

paramètres de croissance des plantes, la nodulation, l’activité de nitrogénase et 

l’assimilation de l’azote et du phosphore [16, 17, 18, 19, 20].  

 

          Dans la symbiose rhizobium - légumineuse, le processus de la fixation 

d’azote est fortement lié à l'état physiologique de la plante hôte. Par conséquent, 

plusieurs conditions environnementales peuvent être des facteurs limitant de la 

croissance de la plante hôte, de la nodulation et de l'activité de la fixation d'azote. 

Ces facteurs incluent la salinité, le pH de sol défavorable, le déficit en éléments 

nutritifs, la toxicité minérale, la température, l'humidité insuffisante ou excessive de 

sol, la photosynthèse insatisfaisante, et les maladies des plantes [2, 3, 4, 5]. 

 

          De nombreux travaux [10, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33] 

ont mis en évidence le potentiel phytostimulateur de plusieurs souches de  

Pseudomonas spp. fluorescens dans des conditions expérimentales contrôlées. 

Malgré l’abondance de ces travaux de recherches, les exemples d’application 

pratique, à grande échelle, de ces rhizobactéries utiles restent limités. En effet, la 

mise en œuvre de ces microorganismes nécessite des études finalisées dans des 

conditions naturelles de plein champ. 

          Dans le présent travail, nous étudions les effets de quelques souches de 

Pseudomonas flourescens en interaction avec des souches de Rhizobium sp. sur la 

stimulation de la croissance et de la nodulation chez la fève. Dans le but de montrer 

l’effet stimulateur de ces souches et de leurs interactions dans différentes 

conditions de culture, nos essais ont été conduits en conditions expérimentales 

contrôlées sous serre, et en conditions naturelles de plein champ.     
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CHAPITRE 1 
GENERALITES SUR LES RHIZOBACTERIES 

 

 

 

 

1.1   Activité et diversité microbienne rhizosphériques 

          Le développement des plantes dans le sol est toujours associé aux 

caractères physiologiques et biologiques du sol. Un certain équilibre entre ces 

différents composants est exigé pour que la plante arrive à puiser l’essentiel de sa 

nutrition dans un tel écosystème. L’interaction résultant peut être en faveur ou à la 

défaveur de la plante, selon la quantité et la nature des microorganismes qui s’y 

adaptent. Le cortège microbien résidant pourrait procurer certains effets bénéfiques 

avec des associations induisant des phytostimulations ou plus étroitement, tel que 

la symbiose, dans le cas où les conditions sont réunies, particulièrement l’affinité et 

la reconnaissance perceptible entre les microorganismes et la plante.    

          La complexité du système de sol est déterminée par les interactions 

nombreuses et diverses d’ordre physique, chimique et biologique influencées par 

les conditions environnementales [34]. Plusieurs interactions microbiennes, qui sont 

réglées par molécule/signale spécifique [35] sont responsables des principaux 

processus environnementaux, tel que le cycle biogéochimique des éléments 

nutritifs et de la matière organique, l’entretient de la plante et de la qualité du sol 

[36]. 

          La communauté microbienne qui s’adapte continuellement à son 

environnement peut jouer le rôle d’indicateur de changement de la qualité des sols. 

Les changements au sein de la population se font plus rapidement que pour 

d’autres paramètres du sol [37, 38]. En effet les microorganismes ont la particularité 

de donner une mesure intégrée de la santé du sol qui ne peut être obtenue par les 

mesures physico-chimiques ou des organismes multicellulaires. Ils sont également 

susceptibles de répondre plus rapidement aux différents changements en raison de 

leur contact plus intime avec les particules du sol, leur rapport surface/volume élevé 

confère aux microorganismes une plus grande surface d’échange avec le sol [39]. 
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          Les microorganismes telluriques (algues, protozoaires, champignons, 

bactéries) sont impliquées dans de nombreux processus biogéochimiques [40, 

41, 42], en influençant la composition de ce biotope par la contribution à la nutrition 

des plantes [43, 44], leur état sanitaire [45, 46, 47], la structure du sol [48, 49], ainsi 

que sa fertilité [50, 51]. 

          La dynamique de la matière organique dans le sol est un déterminant majeur 

du fonctionnement de l’écosystème, dont l’agent principal est la microflore 

hétérotrophe dont les activités minéralisatrices dépendent de la quantité et de la 

qualité de la matière organique présente dans le sol, de la biomasse microbienne et 

de la concentration du sol en azote et en carbone [52]. De même, cette biomasse 

microbienne sert de réservoir pour la disponibilité en azote, en phosphore et en 

soufre pour la plante [53, 54, 55]. 

          Les microorganismes du sol interagissent avec les racines des plantes et les 

constituants du sol à l’interface de racine-sol [56, 57, 58, 59, 60, 61]. La plupart des 

interactions racines-microorganismes résultent du développement d’une dynamique 

d’environnement connu sous le nom de « rhizosphère », là où les communautés 

microbiennes sont en interaction. La variabilité des propriétés physiques, chimiques 

et biologiques des associations sol-racines, est responsable des changements de la 

diversité microbienne et de l’augmentation du nombre et de l’activité des 

microorganismes dans la rhizosphère [59]. 

          Les microorganismes associés aux racines ont une influence importante sur la 

nutrition, la croissance et l’état sanitaire des plantes. En effet, ces microorganismes 

peuvent augmenter l’assimilation des nutriments et la translocation dans les plantes 

jeunes, mais ils peuvent aussi entrer en compétition pour les nutriments avec les 

plantes [60, 62]. La structure et la fonction des communautés microbiennes de la 

rhizosphère sont principalement déterminées par le comportement des espèces 

végétales [63, 64, 65], le génotype de la plante [67], et les caractéristiques du sol 

(pH, aération, caractéristiques physicochimiques) [67, 68]. 

          Dans la rhizosphère les bactéries sont les microorganismes les plus 

abondants [69] ; ainsi, 1g de sol peut contenir jusqu’à 1010 microorganismes 

appartenant à environ un millier d’espèces différentes [70]. Parmi ces bactéries, les 

rhizobiums qui ont la capacité de former une symbiose avec certaines plantes par la 

formation de nodosités au niveau racinaire, et qui peuvent fixer et réduire l’azote 
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atmosphérique en ammonium, directement assimilable par les plantes hôtes [71]. 

          D’autres organismes du sol, les champignons mycorhiziens qui peuvent 

améliorer la performance des jeunes plantes, en stimulant le transfert de l’eau [72] 

et des éléments nutritifs vers les plantes, en particulier l’azote et le phosphore [73], 

ou en améliorant l’agrégation des particules dans les sols érodés [74]. La formation 

des mycorhizes peut affecter la population microbienne, directement ou 

indirectement, par des changements des modèles d’exsudation racinaire, ou par les 

exsudats fongiques [75]. 

          Certaines activités microbiennes peuvent être exploitées en biotechnologie, et 

forme une base à une stratégie soutenable pour la stabilité et la productivité des 

agrosystèmes et des écosystèmes naturels [76].    

1.2   Exsudation racinaire rhizosphérique   

          La survie des plantes dans un environnement particulier dépend de leur 

capacité à percevoir les changements de cet environnement qui exige une réponse 

adaptative [77, 78]. Les racines des végétaux s’activent par l’absorption de l’eau et 

l’assimilation des éléments minéraux en engendrant un gradient de potentiel 

hydrique, et des changements de l’acidité ou l’alcalinité de sol, affectant ainsi 

directement la microflore et son voisinage [79]. Cette zone du sol  immédiatement 

en contact avec le système racinaire et sous son influence est désignée sous le non 

de « rhizosphère » [80, 81, 82], elle correspond aux premiers millimètres de sol 

entourant la racine [79]. 

          L’extension spatiale de la rhizosphère est variable, elle dépend de la 

structuration, de la taille des  particules, du contenu en eau et de l’activité tampon 

du sol [79]. Selon Gobat et al. [83], la rhizosphère se compose de trois régions 

différentes : l’endorhizosphère qui compose les tissus de la racine, le rhizoplan qui 

est la surface occupée par le système racinaire, et l’ectorhizosphère qui représente 

le sol adjacent. 

          La présence de la racine et les processus racinaires qui se déroulent dans la 

rhizosphère en font un milieu complexe et hétérogène très singulier en terme de 

caractéristiques physiques (porosité – agrégation), physicochimiques (pH, pO2, 

minéraux, potentiel hydrique) ou biologiques (densité et stimulation de l’activité 

microbienne), en comparaison du sol non rhizosphérique [84 ; 85]. 

          Indépendamment de leurs fonctions fondamentales comme organe de 
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support mécanique et d’absorption de l’eau et des éléments nutritifs pour la plante, 

les racines déchargent un éventail de composés organiques et inorganiques dans 

leur environnement [83, 86], ces composés sont présents à fortes concentrations 

dans les tissus racinaires [87]. 

          Une part significative du CO2 fixé par la photosynthèse dans les organes 

aériens des plantes est relâchée dans le sol sous forme de rhizodépositions libérés 

par les racines [88] et sont classés en différents groupes suivant leur mode 

d’excrétion [88, 89], On distingue généralement (Figure 1.1) :  

          (i) Les exsudats, composés solubles dans l’eau, de faible poids moléculaire 

(comme les sucres/photoassimilats, les acides aminés, les acides organiques, les 

hormones, les vitamines…) qui sortent de la racine sans faire intervenir le 

métabolisme énergétique en suivant le gradient de concentration entre le cytosol de 

la racine et la solution du sol représentant la part la plus importante dans la 

rhizodéposition [87, 83, 90, 88]. 

           (ii) Les substances secrétés, composés de poids moléculaire le plus souvent 

élevé (comme le mucilage, les polymères de carbohydrates et les enzymes…) qui 

dépendent des processus métaboliques pour leur libération dans le sol [91, 92, 85].  

          (iii) Les lysats, libérés quand les cellules s’autolysent ; ils incluent les cellules 

désquamées de la coiffe et les membranes cellulaires [93].  

          (iiii) Les composés volatiles, comme l’éthylène et le CO2.     
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Figure 1.1: Diagramme simplifié d’une racine fine et des rhizodépots en fonction de la  
                  structure racinaire [94]. 
  

          La rhizodéposition  peut être influencée par plusieurs facteurs  biotiques et 

abiotiques, liés particulièrement à la plante et au sol (Tableau 1.1).  

          Uren [96] a estimé que 50% du carbone net  fixé par les plantes est alloué 

aux racines, 15% du carbone fixé  est exporté vers le sol par respiration racinaire 

(sous forme de CO2), 10% est libéré comme débris racinaires comprenant des 

cellules épidermiques, tandis que les diffusats et les sécrétions représentent moins 

de 1% (carbone rhizodéposé).   
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Tableau 1.1 : Représentation schématique des facteurs biotiques et                     
                                abiotiques liés à la plante et au sol, qui influencent la   
                                rhizodéposition [95]. 
 
 
 

 
           

          L’exsudation racinaire intense, limitée aux zones distinctes de la racine, peut 

augmenter l’efficacité de mobilisation due à l’accumulation localisée des composés 

d’exsudats dans la rhizosphère ; cet effet peut être encore augmenté par une 

capacité élevé pour l’assimilation nutritive  dans des zones apicales de racine [86]. 

A travers l’exsudation d’une très large variété de composés, les racines peuvent 
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inhiber, par l’émission de substances toxiques ou phytotoxines, le développement 

d’autres espèces concurrentes dans leur voisinage [7], ils jouent un rôle essentiel 

dans l’envahissement des plantes cultivées par les plantes parasites [82]. 

          Par l’exsudation racinaire, les plantes ont également  la capacité à stimuler et 

réguler l’absorption de certains éléments minéraux comme le fer ou le phosphore 

[91]. En effet, certains acides aminés jouent un rôle primordial dans la régulation de 

la nutrition des plantes, en tant que molécules signal [97]. 

 

          La survie des cellules racinaires subissant les attaques continues de       

micro-organismes pathogènes dépend de la « bataille chimique souterraine » 

soutenue par l’exsudation racinaire de phytoaléxines, de protéines de défense, 

mais aussi de nombreux composés chimiques non encore identifiés [98]. Un large 

panel de composés a été proposé pour jouer le rôle des signaux favorisants 

l’établissement des symbioses mycorhiziennes. Les composés exsudés par les 

plantes hôtes stimulent la germination et surtout la croissance des hyphes 

fongiques [99, 100, 101]. Il a été montré que les exsudats des plantes colonisées 

par des champignons mycorhiziens à arbuscules peuvent modifier la composition 

microbienne de la rhizosphère [102 ; 103 ; 104], en augmentant par exemple 

l’attraction des bactéries dites PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) telles 

que Azotobacter chroococcum et Pseudomonas fluorescens [105]. 

 

          Parmi ces PGPR nous notons particulièrement des associations bénéfiques 

non symbiotiques résultant d’une forte colonisation rhizosphérique par des 

Pseudomonas spp. fluorescents, et des associations symbiotiques par les 

rhizobiums. Dans ces interactions le génotype végétal est déterminant dans la 

réussite de ces associations microbiennes avec les plantes hôtes.  

 

1.3   Rhizobactéries bénéfiques non symbiotiques  

          Dans la rhizosphère, les bactéries sont considérées comme les               

micro-organismes les plus abondants. Les rhizobactéries  sont des bactéries 

compétentes de la rhizosphère qui colonisent intensivement les racines des 

plantes, elles peuvent se multiplier et coloniser toutes les niches écologiques 

racinaires à toutes les étapes de croissance de la plante, en dépit de la présence 
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d'une flore microbienne concurrente [106].  

 

          La présence des rhizobactéries dans la rhizosphère peut avoir un effet 

neutre, nuisible ou bénéfique sur la croissance des plantes. Les rhizobactéries  

neutres n'ont probablement aucun effet sur la croissance, tandis que les 

rhizobactéries délétères sont présumés pour compromettre la croissance et le 

développement des plantes par la production des  métabolites à effet phytotoxique, 

mais également par la concurrence pour des nutriments ou l'inhibition des activités 

microbiennes bénéfiques [107; 108].   

          Il est bien connu qu'un nombre considérable d'espèces bactériennes 

rhizosphériques, puissent exercer un effet  bénéfique  sur la croissance des 

plantes. Par conséquent, leur utilisation comme biofertilisants  pour l'amélioration 

de l'agriculture a été l’objet  de nombreuses études et recherches depuis plusieurs 

années [109, 110, 14, 111, 58]. Ce groupe de bactéries dénommé PGPR pour 

Plant Growth-Promoting Rhizobacteria [10], dès la fin des années 1970, renferme 

plusieurs genres bactériens comme Pseudomonas, Azospirillum, Burkholderia, 

Bacillus, Enterobacter, Rhizobium, Erwinia, Serratia, Alcaligenes, Arthrobacter, 

Acinetobacter et Flavobacterium. 

1.3.1   Les Pseudomonas spp. fluorescents 

          Les  Pseudomonas forment un large groupe colonisant le sol, les plantes et 

l’eau. Ces bactéries Gram négatives, non sporulantes, sont aérobies obligatoires, à 

l’exception de certaines pouvant utiliser le NO3 comme accepteur d’électrons. Leur 

mobilité est assurée par plusieurs flagelles polaires, et elles ont un métabolisme 

mésophile et chimioorganothorphe, la plupart étant saprophytes [112]. 

 
          Les différentes espèces de Pseudomonas qui colonisent la rhizosphère 

possèdent plusieurs caractéristiques intrinsèques qui les rendent particulièrement 

intéressantes pour une utilisation comme agents de lutte biologique. Leur capacité 

à coloniser les racines et à y maintenir une forte densité de population est 

remarquable [113]. Cette grande rhizocompétence vient sans doute de leur taux de 

croissance plus élevé que celui de la plupart des autres rhizobactéries et de leur 

capacité à métaboliser efficacement plusieurs composés des exsudats racinaires 
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[114]. De plus, ces bactéries sont très faciles à isoler et à cultiver au laboratoire et 

se prêtent aisément aux manipulations génétiques [115, 116]. 

 

          Plusieurs études ont souligné le haut degré de diversité au sein des             

P. spp. fluorescents, ce qui a mené à la subdivision de cette espèce en différents 

biovars [112].  

 
          Les Pseudomonas, principalement l’espèce P. fluorescens, sont connues 

depuis longtemps pour leur aptitude à réduire l’incidence des maladies racinaires, 

ainsi qu’à inhiber la croissance d’un grand nombre d’agents phytopathogènes. Cette 

capacité d’inhibition peut se faire selon plusieurs mécanismes incluant la production 

d’une large gamme de métabolites à effet antagoniste vis-à-vis des microorganismes 

pathogènes ou délétères [117]. 

 

1.3.1.1   Biostimulation de la croissance végétale  

          Outre les activités de biocontrôle, plusieurs études ont montré la capacité des 

Pseudomonas spp. fluorescents dans la phytostimulation de diverses espèces 

végétales (Tableau 1.2). 

 

          Certaines souches de PGPR de  genre Pseudomonas ont été décrites pour 

leur effet direct positif sur la croissance des plantes et l´augmentation du rendement 

de cultures herbacées, légumières et ornementales [140, 141, 142, 143]. Ces 

souches  peuvent favoriser la croissance des plantes hôtes par divers mécanismes, 

tels que la fixation d´azote (N2) et la solubilisation d´oligoéléments tels que le 

phosphate (P) [143], l´inhibition de la synthèse d'éthylène par la plante, la synthèse 

des phytohormones ou de vitamines [141], et en diminuant la toxicité des métaux 

lourds [144, 145]. 
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Tableau 1.2   : Stimulation de la croissance des plantes et du rendement des cultures après leur    
                        inoculation par des souches de Pseudomonas spp. fluorescens. Adapté de   
                  Lemanceau [14]. 

 

Plante hôte 
Conditions 

expérimentales 
Augmentation 
(% du témoin) Références 

Contrôlées Production Croissance Rendement 

Beta vulgaris x  
x 20 à 69  

21 à 77 
[118] 
[118] 

Brassica campestris x  
x 22 à 65  

7 à 19 
[119] 
[120] 

Citrus sp. x  116  [121] 
Cucumis sativus x  36 à 58  [122] 
Espèces florales x  18 à 41  [123] 

Lactuca sativa x 
x  38 à 86 

20 à 73  [122] 
[124] 

Lycopersicum seculentum x 
x  25 à 93 

26 à 30  [122] 
[124] 

Malus sp. 
plantules 
porte-greffes 
fruits 

 
x 
x 

 
 
x 
x 

 
23 à 40 
2 à 121 

 
 
 

10 

 
[125] 
[125] 
[126] 

Oryza sativa  x  3 à 160 [127] 
Phaseolus vulgaris x  4 à 28  [128] 

Raphanus sativus 

x 
 
x 
 
x 

 
x 
 
x 
 
x 

 
 

83 à 320 
 

7 à 367 

567 
200 

 
10 à 11 

 
2 à 24 

[10] 
[10] 
[129] 
[130] 
[131] 
[131] 

Solanum tuberisum 
x 
 
x 

 
x 
 
x 
x 

550 
 

47 à 500 

 
10 à 15 

 
1 à 17 
17 à 37 

[132] 
[133] 
[134] 
[134] 
[135] 

Triticum sp.  x 
x  2 à 26 

16.2 à 39 
[136] 
[137] 

Fragaria sp.  x 21 16 [138] 
Hordeum vulgaris x  44 19 [139] 

  x     Indique le type de conditions expérimentales utilisé. 
Indique la valeur maximale de l'augmentation. 

 

 

          Un des mécanismes directs par lesquels les PGPR favorisent la croissance 

de plantes est la production de régulateurs de croissance ou de phytohormones 

[58]. Frankenberger et Arshad [146] ont démontré le rôle des  auxines, des 

cytokinines, des gibbérellines, de l'éthylène et de l’acide absicisic (ABA) qui, une 
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fois appliqués aux plantes, améliorent le rendement et favorisent la croissance.  

 

          Certaines souches de ce groupe de rhizobactéries  ont été  examinées pour 

leur  production de régulateurs de croissance, et établir un rapport entre l'induction 

de l'élongation racinaire  et  la production de concentrations élevées  de 

cytokinines. Garcia de Salamone et Nelson  [147] ont caractérisé la production de 

trois cytokinines par des Pseudomonas spp. fluorescents. Ces auteurs ont prouvé 

que la production d’une cytokinine par  ces bactéries a été liée à la croissance des 

calls chez le  tabac.  

 

          Des souches de Pseudomonas  isolées de la rhizosphère de diverses 

cultures ont la capacité de produire des auxines en tant que métabolites 

secondaires [148, 149], qui stimulent la croissance et le développement  des 

plantes [150], en favorisant la croissance racinaire et le nombre  des racines 

secondaires et des poils absorbants  [151].  

 

          Dubeikoysky et al. [152] ont constaté, après l’inoculation d’espèces végétales 

différentes avec  des Pseudomonas spp. fluorescents, que ces bactéries stimulent 

le développement  racinaire avec  une concentration optimale d’acide indolacétique 

(AIA) chez certaines plantes, tandis que le développement racinaire a été inhibé par 

des concentrations d’AIA  inhibitrices chez d’autres plantes.   

 

          L'éthylène est une hormone  qui est impliquée dans la régulation de plusieurs 

réponses physiologiques [153], elle est  considérée comme  une "hormone de 

stress"  car sa synthèse au niveau des tissus végétaux  augmente avec  un certain 

nombre de stress  biotiques et abiotiques. La production d'éthylène a été souvent 

associée à la croissance réduite et à la sénescence prématurée, et peut donc être 

un indicateur de susceptibilité des plantes  aux stress  telles que la sécheresse et 

les fortes températures [154, 155]. Un des  principaux mécanismes utilisés par les 

Pseudomonas pour stimuler la croissance des  plantes est l'abaissement des 

concentrations d'éthylène par hydrolyse de l'acide 1-aminocyclopropane-1-

carboxylic (ACC), le précurseur immédiat de l'éthylène dans les plantes. L'enzyme 

catalysant cette réaction (ACC deaminase) hydrolyse l'ACC en α-ketobutyrate et en  
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ammoniac [156].  Il a été observé que les plantes  inoculées avec  des souches 

présentant l’ACC deaminase sont  nettement  plus résistantes aux effets délétères 

de l'éthylène du stress [157], engendré par la présence des métaux lourds        

[144, 158], la présence d’agents phytopathogènes [159], la sécheresse, et les 

teneurs élevées en sel [160, 161, 162]. Ainsi, certains  Pseudomonas produisent 

une ACC désaminase qui hydrolyse l’ACC exsudé par les racines et réduit la 

formation d’éthylène. Cela a pour conséquence de favoriser le développement 

racinaire, augmenter la nodulation et par conséquent l’efficacité de la fixation 

d’azote [163, 164]. Les produits de la réaction, ammonium et α-cétoglutarate, 

peuvent de surcroît être utilisés par les bactéries mais aussi par les plantes [165].   

           

          Certaines souches appartenant au groupe des Pseudomonas spp. 

Fluorescents, semblent améliorer la germination des graines lorsque les conditions 

d’environnement sont défavorables. Ainsi, Kloepper et al [166] ont montré que le 

taux de germination de graines de colza, semées dans un sol froid et battant, 

pouvait être significativement augmenté grâce à l’inoculation par certaines souches 

bactériennes. De même Höfte et al. [167] ont enregistré une augmentation 

significative du taux de germination de semences de maïs soumises au froid après 

inoculation de deux souches de Pseudomonas  Fluorescents.   

 

          La synthèse des sidérophores par ces rhizobactéries peut directement 

stimuler la croissance  en augmentant la disponibilité du fer dans le sol entourant 

les racines [134]. En effet, ces molécules chélatrices   peuvent solubiliser et 

séquestrer le fer  et le fournir aux  plantes [58].  

 

1.3.1.2   Antibiose et induction de la résistance systémique 

          L´antibiose est  le mécanisme le plus connu et  le plus important utilisé par 

les Pseudomonas pour limiter l´invasion de pathogènes dans les tissus de la plante 

hôte [168, 113, 169]. Elle consiste en une inhibition directe de la croissance du 

pathogène via la production de métabolites aux propriétés antifongiques et/ou 

antibiotiques [170].       
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          L’antibiose exercée par certaines souches de Pseudomonas spp. 

fluorescents à d’abord été mise en évidence in vitro [14]. Ainsi plusieurs 

antibiotiques produits par ces  bactéries ont été isolés : le 2,4-

Diacéthylephloroglucinol (DAPG) [171, 172], Les phénazines (PHZ) [173, 174, 175], 

la Pyrrolnitrine (PRN) [176, 177], la Pyolutéorine (PLT) [178], et le  Cyanure 

d’hydrogène (HCN) [179].  

 

          Ces Pseudomonas  montrent non seulement un large spectre de diversité 

dans le type mais également dans le nombre  d'antibiotiques  produits [180, 181].  

 

          L’isolement de Pseudomonas spp. fluorescents à partir de plusieurs régions 

géographiques a fourni plusieurs groupes différents de producteurs de DAPG, qui 

peuvent supprimer une large gamme d’agents phytopathogènes, incluant bactéries, 

champignons et nématodes [182].  

           

          Plusieurs facteurs abiotiques (l'oxygène, la température, des sources 

spécifiques de carbone et d'azote, et des micro-éléments), biotiques (la plante hôte, 

le pathogène, la microflore indigène, et la densité de cellules de la souche 

productrice) et physiologiques tels que le quorum sensing ont été identifiés pour 

influencer la production des antibiotiques par les agents bactériens de biocontrôle 

[170, 183].  

       

           Certaines souches de PGPR peuvent protéger les plantes d´une façon 

indirecte par la stimulation de mécanismes de défense inductibles dans la plante, 

ce qui peut rendre l´hôte beaucoup plus résistant à l´agression future par des 

agents pathogènes. Ce phénomène a été nommé «résistance systémique induite» 

(ISR, Induced Systemic Resistance) [184, 185]. L´induction d´une telle capacité de 

défense est systémique. Le traitement des racines par des PGPR produit des effets 

protecteurs sur d´autres parties de la plante sans migration des bactéries 

induisantes l´ISR au travers du système vasculaire de la plante ou à travers les 

tissus [186, 187] 

 

          La colonisation efficace des racines par des PGPR est un événement 
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déterminant pour l´ISR où la population bactérienne racinaire doit atteindre un seuil 

suffisant pour déclencher le phénomène. Chez Pseudomonas par exemple, il doit 

être d’un minimum de 103 à 105 cellules par gramme de racines [168]. De plus, les 

mécanismes de résistance dans l´ISR atteignent leur efficacité maximale entre 4 à 

5 jours après l'application d'un agent induisant, mais le niveau de persistance de la 

résistance diminue avec le temps.  

 

          Généralement, l´ISR ne confère pas une protection totale contre l´infection 

[188], et la durabilité de la résistance induite par les PGPR diffère d´une plante à 

l´autre, mais aussi en fonction de la souche bactérienne utilisée [189]. Par exemple, 

l´application combinée d´une souche particulière de Pseudomonas sur les graines, 

les racines, le sol et sur les feuilles a augmenté la durabilité de l´ISR chez le riz 

contre la maladie causée par Rhizoctonia solani [190]. 

 
          La stimulation de l´ISR par les PGPR dépend de l´espèce végétale et des 

caractéristiques génétiques spécifiques de la souche donnée. Les éliciteurs 

produits par les PGPR et impliqués dans l´ISR sont moins bien connus, mais les 

recherches menées ces dernières années ont permis d´identifier plusieurs 

molécules bactériennes jouant ce rôle [191]. Les quelques éliciteurs connus sont 

classés selon trois catégories : les composants de surface cellulaires, les 

métabolites régulés par le fer et les antibiotiques [192]. 

         

1.4   Symbiose fixatrice d’azote  légumineuses – Rhizobium 

          Les symbioses fixatrices d’azote les plus connues font intervenir plusieurs 

légumineuses avec ses symbiontes bactériens, les Rhizobiums. La symbiose 

Légumineuse-Rhizobium est une interaction hautement adaptée et régulée, il ne 

s’agit pas d’une interaction obligatoire ou permanente, En effet, les deux 

partenaires peuvent vivre indépendamment et de manière autonome et chaque 

nouvelle génération de plante doit être infectée par de nouvelles bactéries [193]. Au 

cours de cette association à bénéfice réciproque, la plante fournit de l’énergie à son 

symbionte, tandis que celui-ci fixe l’azote, le rendant assimilable par la plante. Ces 

associations symbiotiques sont responsables chaque année de la réduction de 120 

millions de tonnes d’azote atmosphérique en ammonium [194].    
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          Selon de Faria et al. [195], la plus grande partie des légumineuses (88% des 

espèces étudiées) interagissent avec Rhizobium pour former des nodules fixateurs 

d’azote [196]. De ce fait, les légumineuses sont parmi les plantes les plus étudiées 

[197, 198, 199]. Il s’agit de la troisième plus grande famille chez les plantes 

supérieures avec plus de 720 genres et 20000 espèces [200]. Les légumineuses 

regroupent trois sous familles: les Cæsalpiniées, les Mimosacées et les 

Papilionacés. La plupart des espèces cultivées et de grande importance 

économique appartiennent à cette dernière sous-famille [201]. 
   
          Toutes les Légumineuses ne sont pas capables d'établir une symbiose avec 

des rhizobia, et cette caractéristique est inégalement répartie à travers les trois 

sous familles : 5-10% des genres de Caesalpinioideae (environ 150 genres et 2200 

espèces), 50% des Mimosoideae (62 genres et environ 2500 espèces)  et presque 

90% des genres de Papilionoideae (429 genres et environ 12000 espèces) 

contiennent des espèces qui peuvent former des associations symbiotiques avec 

des rhizobia [201]. 

 

          Les partenaires bactériens de cette symbiose sont connus sous le nom de 

rhizobia. Ceux-ci  sont  définis par leur capacité à vivre à l’intérieur des nodules des 

Légumineuses hôtes, et à réduire l’azote atmosphérique en ammonium assimilable 

par la plante. 

 

          Tous les Rhizobiums caractérisés sont des bactéries Gram-négatives (au 

contraire des actinomycètes), présentes dans le sol et appartenant aux sous-

classes α et β des protéobactéries. Selon une analyse phylogénétique basée sur 

l’ARN 16S, elles sont dispersées dans 12 genres parmi neuf groupes 

monophylogénétiques [202] (Tableau 1.3). 

 

 
          La plupart des espèces se trouvent dans la sous-classe α, divisée en sept 

groupes Monophylogénétiques : 

Rhizobium et Allorhizobium, 

Sinorhizobium (et Ensifer), 
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Mesorhizobium, 

Bradyrhizobium, 

Methylobacterium [203, 204], 

Azorhizobium, 

Devosia [205]. 

           

          Bien que toutes les légumineuses ne soient pas capables de noduler [272], il 

a été observé que les Rhizobiums peuvent infecter les racines de légumineuses 

non nodulantes et qu’une activité nitrogénase est détectée chez ces plantes [273]. 

            
          L’interaction Rhizobium-légumineuse est caractérisée par la spécificité avec 

laquelle elle s’établit. En général, chaque légumineuse ne peut être infectée que par 

un nombre restreint de souches de Rhizobium et réciproquement [274]. Ainsi, la 

souche Sinorhizobium meliloti  ne peut noduler que les espèces de genre 

Medicago, Melilotus, et Trigonella, et Rhizobium leguminosarum bv viciae qui peut 

induire la nodulation chez les genres Pisum, Vicia, Lens, et Lathyrus. Cependant, le 

degré de spécificité d’une souche est très variable, pouvant aller de quelques hôtes 

à plus d’une centaine d’hôtes, comme dans le cas de Sinorhizobium NGR234 qui  

possède un spectre d’hôtes exceptionnellement large, elle est capable de noduler 

112 genres de légumineuses et même des plantes non légumineuses comme 

Parasponia andersonii  qui appartient à la famille  des Ulmacées [275]. 
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Tableau 1.3 : Principales rhizobactéries symbiotiques fixatrices d’azote.  

Genre/espèces et références Genre/espèces et références 

Rhizobium 

R. cellulosilyticum [206] 
R.daejeonense [207]  
R. etli     [208, 209] 
R. galegae     [210] 
R. gallicum   [211] 
R.giardinii [211], [212] 
R. hainanense   [213] 
R. huautlense  [214] 
R. indigoferae [215] 
R. leguminosarum  
  bv trifolii  [216, 217]                    
  bv viciae  [216, 217]                    
  bv phaseoli  [216, 217]                 
R. loessense     [218] 
R. lusitanum     [219] 
R. mongolense  [220]                    
R. sullae   [212] 
R. tropici  [222]              
R. yanglingense   [223] 
Allorhizobium 

A. undicola     [224] 
considérée avec Rhizobium par Sawada et al. [202] 
 

Sinorhizobium 
S. abri              [225] 
S. americanus  [226] 
S. arboris          [227] 
S. fredii  [228, 229] 
S. indiaense  [225] 
S. kostiense   [227] 
S. kummerowiae  [215] 
S. medicae   [230] 
S. meliloti  [216, 231] 
S. morelense [232] 
S. saheli  [231, 233] 
S. terangae [231, 234] 
 
Ensifer 
E. mexicanus    [235] 
E. xinjiangense [229, 236]   
                           
E. adhaerens  [237] 
considérée avec Sinorhizobium par Sawada et 
al. [202] 
 
 
 

Mesorhizobium 
M. albiziae     [238] 
M. amorphae [209, 239]  
M. chacoense   [240] 
M. ciceri    [241] 
M. huakuii  [242, 243] 
M. loti   [244, 243] 
M. mediterraneum  [245, 243]                    
M. plurifarium     [246] 
M. septentrionale [247] 
M. thiogangeticum  [248] 
M. temperatum [247] 
M. tianshanense [249, 250] 
Burkholderia 
B. caribensis    [251, 252]   
B. cepacia        [252] 
B. mimosarum  [253] 
B. nodosa         [254] 
B. phymatum    [252, 255] 
B. tuberum       [252] 

Bradyrhizobium 
B. canariense  [256, 257, 258] 
B. elkanii     [259] 
B. japonicum  [217] 
B. liaoningense [260] 
B. yuanmingense [261] 
Blastobacter 

B.denitrificans     [262] 
considérée avec Bradyrhizobium par van 
Berkum et al.  [263] 
Azorhizobium 
A. caulinodans   [264] 
A. doebereinerae  [265] 

Devosia 
D. neptuniae     [266] 
Ralstonia (Cupriavidus) 
R. taiwanensis   [267] 
 

Herbaspirillum 
H.  lusitanum  [268] 
 

Phyllobacterium 
P. trifolii     [268] 

Methylobacterium 
M. nodulans  [269] 
 

Ochrobactrum 
O. cytisi     [270] 
O. lupini    [271]  
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 1.5   Processus biologiques et génétiques de la nodulation   

          Généralement, il est admis que les conditions requises pour l’inhibition de la 

symbiose sont une faible teneur en azote du sol et une photosynthèse active pour 

assurer une source suffisante d’énergie [276]. En effet, l’augmentation de la 

concentration en azote disponible pour les racines devrait avoir un effet négatif sur 

le taux de fixation, ce qui a été confirmé par de nombreuses études [277,  278,  

279,  280]. 

 

          Les rhizobiums peuvent infecter les racines des légumineuses entraînant la 

formation de nouveaux organes racinaires fortement différenciés appelés nodules. 

Par ces nodules, la plante hôte (la légumineuse) offre un micro-habitat 

exceptionnellement favorable à la bactérie tout en lui procurant des substrats 

carbonés provenant de la photosynthèse. En retour, la bactérie fixe l’azote 

atmosphérique (N2) et le fournit à la plante hôte sous forme assimilable NH3 [281].   

 

          L'interaction entre les deux partenaires a lieu à toutes les étapes de la 

nodulation. Le développement du nodule est sous le contrôle génétique des deux 

partenaires, où  plus de 40 gènes végétaux et 50 gènes bactériens ont été identifiés 

pour leur implication dans la nodulation et la fixation de l’azote [282, 283]. 

 

1.5.1   Formation du nodule 

          L’interaction entre la plante et la bactérie débute dans la rhizosphère, la 

plante permettant la croissance des bactéries de manière sélective [284]. 

          La nodulation commence par un échange de signaux moléculaires 

spécifiques entre la plante hôte  et le rhizobium [285, 286, 287], La plante produit 

un cocktail de molécules composé de flavonoïdes qui sont libérés des racines des 

légumineuses pour attirer le rhizobium à la racine et induire la cascade de 

régulation qui comprend des composés tels que les facteurs Nod et les 

polysaccharides de surface [288]. 

 

          La pénétration de la bactérie est facilitée par la courbure du poil racinaire qui 

crée une zone confinée dans laquelle la bactérie est entourée par la paroi végétale 

(Figure 1.2). Un cordon d’infection est initié à partir de ce point par hydrolyse de la 
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paroi [289], invagination de la membrane végétale et production de matériel pariétal 

par la plante [290, 198]. Le cordon d’infection est une structure tubulaire qui croît à 

l’intérieur de la cellule et dans laquelle la bactérie prolifère. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figure 1.2 : Infection intracellulaire chez les Légumineuses [283]. A : La  
                      bactérie colonise la rhizosphère et entre en contact avec le poil Racinaire ;   
                     B : Les facteurs Nod induisent la courbure du poil racinaire ce qui permet   
                     la création d’une zone confinée pour la bactérie qui  initie  l’infection ; C :   
                     La mise en place du cordon d’infection suit le déplacement du noyau vers   
                   la base du poil.  
 
 
1.5.1.1   Excrétion des flavonoïdes 

          Les flavonoïdes sont des composés principalement excrétés au niveau des 

extrémités racinaires ; ils constituent les premiers signaux échangés entre la plante 

et la bactérie. Chaque plante produit une mixture de flavonoïdes qui peut varier 

selon son état physiologique [193].   

 

           Les flavonoïdes sont des dérivés du 2-phényl-1,4-benzopyrone avec une 

structure définie par deux anneaux aromatiques et un cycle propane ou pyrane 

(Figure 1.2). Selon les modifications de cette structure, plus de 4000 flavonoïdes 

différents ont été identifiés chez les plantes, parmi lesquels les isoflavonoïdes qui 

sont spécifiques des légumineuses [291].  
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Figure 1.3 : Structures chimiques des différents groupes de composés                     
                     flavonoïdes [292]. 
  
          Les flavonoïdes jouent un rôle principal dans le déclenchement de la 

symbiose en tant qu'inducteurs spécifiques des gènes bactériens de nodulation 

(gènes Nod) [293], qui sont impliqués dans la synthèse des 

lipochitooligosaccharides (LCOs) [294]  appelés les facteurs Nod [283], et qui sont 

essentiels pour l'infection initiale des racines [295, 283].  

 

          Certains de ces flavonoïdes ont la capacité d’induire les gènes nod des 

bactéries requis pour la nodulation. Ces capacités varient selon les flavonoïdes et 

selon les rhizobiums. Certains flavonoïdes peuvent même inhiber l’expression des 

gènes nod. Ainsi, les isoflavonoïdes produits par Glycine max (daidzéine et 

génistéine) induisent les gènes nod de son symbionte B. japonicum, mais inhibent 

ceux de S. meliloti, spécifiquement induits par la lutéoline [296].  

 

1.5.1.2   Synthèse des facteurs Nod 

          Les Rhizobium produisent des facteurs Nod afin d'établir une symbiose 

fixatrice d'azote avec les légumineuses [297]. Tous les facteurs Nod issus des 

rhizobiums ont la même structure chimique basique, consistant en un squelette 
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oligomérique de trois à cinq résidus de N-acetyl-D-glucosamine (GlcNAc) liés en   

β-1,4 et au niveau de l’extrémité non réductrice du squelette la présence d’une 

chaîne d’acide gras (de 16 à 18 atomes de carbone), généralement saturée et plus 

rarement insaturée comme dans le cas des facteurs Nod de S. meliloti  (Figure 1.3).  

 
          Les facteurs Nod diffèrent selon les espèces par les groupements (dits 

décorations ou substitutions) accrochés à leur chaîne oligosaccharidique qui 

déterminent la spécificité d’hôte, la longueur de la chaîne et le degré de saturation 

de la chaîne d’acides gras [283]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 1.4 : structure chimique d’un facteur Nod générique avec quelques substitutions       
observées chez les différentes espèces de rhizobium. Les variations les plus courantes de la chaine 
d’acides gras sont également représentées. Ac : acétyl, Ara : arabinosyl, Cb : carbonyl, Fuc : 
fucosyl, Me : méthyl, S: sulfuryl. [298].  
 

          La synthèse du facteur Nod est codée par un ensemble de gènes qui sont 

regroupés en trois catégories : 

 

- Les gènes régulateurs nodD : Les gènes nod codent pour environ 25 

protéines impliquées dans la synthèse et l’export des Facteurs Nod [198, 

283, 291]. Les flavonoïdes diffusent dans les bactéries où ils réagissent 

réciproquement avec la protéine NodD appartenant à la famille de 

régulateurs transcriptionels du type LysR, et déclenchent une cascade de 
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transduction du signal qui contrôle le processus de l'infection [299, 283]. 

Ainsi, Peck et al. [300] ont montré que les flavonoïdes ont la capacité à 

stimuler la liaison entre la protéine NodD et les promoteurs des gènes nod.  

En plus de la protéine NodD, chez Bradyrhizobium japonicum, NodV et NodW 

éléments de la famille des régulateurs à deux-composants, sont aussi 

impliqués dans la modulation de l'expression des gènes de nodulation par 

des isoflavonoids via une série d’étapes de phosphorylation [301, 302, 303].  

- Les gènes communs  nodABC : La synthèse du squelette d’oligomères de 

chitine des facteurs Nod requiert l’activité de trois enzymes codées par les 

gènes nodABC, présents chez tous les rhizobiums caractérisés jusqu’ici 

[304, 305], exceptées deux souches de Bradyrhizobium [305]. Le gène nodC 

codant pour une N-acetylglucosamyl-transferase permet l’élongation de la 

chaîne, puis le gène nodB codant pour une N-déacétylase entraine la 

suppression du résidu N-acétyl de l’extrémité de la chaîne ce qui permet au 

produit du gène nodA, une N-acyl-transferase d’y ajouter une chaîne 

d’acides gras [196]. Ces gènes déterminent la synthèse de la structure de 

base commune à tous les facteurs Nod [285]. Les gènes nodABC jouent un 

rôle absolument essentiel dans la formation des nodosités, une mutation 

dans l’un d’entre eux entraîne une incapacité à noduler toute plante [283]. 

- Les gènes nod spécifiques : Les autres gènes nod, généralement 

spécifiques à chaque genre de rhizobium forment des combinaisons 

variables et contribuent à la diversification des signaux [306]. Ces gènes 

codent pour des protéines modifiant les facteurs Nod [307, 303] et contrôlant 

ainsi la spécificité de l’hôte et l’efficacité de la symbiose [308]. Des mutations 

au niveau de ces gènes codant altèrent la nodulation chez l’espèce hôte 

[283]. 

 

          Les facteurs Nod ont une grande activité biologique et ils induisent (à des 

concentrations extrêmement faibles de l’ordre de 10–9 à 10–12 M) après leur 

excrétion dans la rhizosphère, de nombreuses réponses symbiotiques similaires à 

celles induites par les bactéries elles-mêmes [285, 309]. Ainsi, les Rhizobiums qui 

sont incapables de synthétiser les facteurs Nod,  ne peuvent pas pénétrer dans les 

racines [310, 311].         
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1.5.1.3   Production des polysaccharides de surface 

          Bien que la production et la reconnaissance des facteurs Nod soient des 

déterminants majeurs de la spécificité d’hôte, certains composés semblent aussi 

intervenir à différents niveaux, notamment les exopolysaccharides de surface de la 

bactérie [312, 283]. Trois types majeurs de polysaccharides de surface sont 

synthétisés : les exopolysaccharides (EPS), les lipopolysaccharides (LPS) et les 

polysaccharides de capsule (CPS), ces composés sont très importants à l’infection 

plante-bactérie [313]. 

 

          Chez les plantes formant des nodules indéterminés, les EPS rhizobiens sont 

indispensables au développement d’un nodule fixateur, alors que ce n’est pas le 

cas des plantes formant des nodules déterminés [314, 315]. Deux types d’EPS sont 

attachés à la membrane externe des bactéries : les β-glucanes cycliques, 

généralement situés dans l’espace périplasmique, mais pouvant aussi être sécrétés 

et les EPS acides, hétéropolymères complexes, avec des unités répétées 

d’hexoses (7 à 9) et souvent des substituts non carbohydratés comme les 

groupements succinates, pyruvates ou acétates [313].   

 

• Les EPS semblent avoir un rôle majeur dans différentes étapes de 

l’établissement de la symbiose lors de processus complexes de la nodulation, ils 

contribuent  à  la colonisation racinaire, l'identification de la plante hôte, l’initiation et 

l’extension des cordons d'infection, la spécificité de la plante hôte et l'invasion de 

nodule en jouant sur l’hydrophobicité de la membrane bactérienne [316, 287]. Les 

EPS pourraient aussi faciliter la différenciation des bactéroïdes en conférant plus de 

plasticité à leur membrane [313, 287]. 

 
• Les LPS sont des polysaccharides attachés à la membrane externe des 

bactéries par un groupement lipidique avec la partie saccharidique orientée vers 

l’extérieur. Ces LPS sont essentiels à la survie des bactéries.  

• Les CPS sont des polysaccharides entourant la bactérie et lui conférant une 

matrice hydratée protectrice contre les bactériophages et les conditions sèches 

souvent rencontrées dans la rhizosphère [313].            
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1.5.1.4   Développement nodulaire 

          L’infection de la plante par les Rhizobiums induit la dédifférenciation et la 

division des cellules du cortex qui sont les premières à recevoir les bactéries [317]. 

Les cellules du cortex moyen s’activent et se divisent et les quelques cellules non 

infectées de cette zone constituent le méristème nodulaire [198].  

 

          L’activation des cellules du cortex (16 à 18 heures après inoculation) conduit 

à des divisions anticlinales, puis périclinales formant ainsi une couche de péricycle 

bistratifiée, qui serait à l’origine de la vascularisation du futur nodule. Dix-huit à 24 

heures après inoculation, les cellules du cortex interne situées en face des cellules 

activées du péricycle sont activées et réorganisées [318]. 

 

          La libération des bactéries débute dans les cellules du primordium (cellules 

issues du cortex moyen) en formation puis continue dans la partie distale de la zone 

d’infection des nodules matures, là où les cordons sont les plus épais et organisés 

en un réseau dense [319].  

 

          La formation d’un méristème nodulaire ne nécessite pas l’infection par les 

Rhizobiums. En effet, un méristème nodulaire peut être formé chez M. sativa en 

l’absence de bactérie [320] ou en réponse à des facteurs Nod purifiés [321, 322]. La 

formation d’un méristème nodulaire chez Medicago apparaît environ 60 à 72 heures 

après inoculation (Figure 1.4). 

         Un nodule  mature est caractérisé par des tissus spécifiques périphériques et 

centraux [324]. La région périphérique compte trois types de tissus, de l’extérieur 

vers l’intérieur : 

• Le cortex, constitué de grandes cellules parenchymateuses vacuolisées 

• L’endoderme 

• Le parenchyme, qui contient les faisceaux vasculaires 

 
La région centrale est divisée en quatre ou cinq zones selon l’âge du nodule  

(Figure 1.5) : 
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• La zone méristématique (zone I) : située à l’apex dont les cellules sont en 

division. Elles sont petites et riches en cytoplasme, cette zone est dépourvue de 

cordons d’infection et de  bactéries [325]. 

 
                
                                                     Rhizobium 
 
                                        Flavonoides           Facteur Nod                                    
 
                                                                                                                                                          
                                          Poil racinaire                                                                                     Courbure de             
                                                                                                                                                      poil racinaire                                                                                        
 
 
 
 
 
                                                                                               Division des cellules                                                                           
                                 Fil  d’infection                                        corticales                               Nodule mature 
    
   

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.5 : Invasion des poils racinaires de légumineuse par Rhizobium  [323]. 

 

• La zone d’infection (zone II) : La différenciation des cellules dans cette zone 

implique des cycles d’endoréduplication et un élargissement des cellules envahies 

[317]. Les bactéroïdes, disposés aléatoirement dans les cellules, commencent à se 

différencier en parallèle [324] et à migrer vers la périphérie des cellules. 

• La partie proximale de la zone II. Elle est caractérisée par l’accumulation 

d’amyloplastes dans les plastes et mitochondries allongés et un début 

d’organisation des bactéroïdes les plus périphériques, qui se placent 

perpendiculairement à la paroi cellulaire [325]. 

• La zone de fixation (zone III) : Cette zone est continuellement en croissance. 

La différenciation des cellules est terminée, la taille des cellules est constante. La 

grande  taille des cellules qui composent cette zone  leur permet de contenir des 

milliers de bactéroïdes et leur forte activité métabolique assure la production 
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d’énergie nécessaire à la fixation de l’azotée et sa transformation en ammonium 

[326]. Dans ces cellules, les facteurs Nod produits par les bactéroïdes ne sont plus 

internalisés, et l’expression des gènes du cycle cellulaire est stoppée [318]. 

• La zone de sénescence (zone IV) : Les cellules hôtes et bactériennes 

dégénèrent. 

• La zone saprophytique (zone V) : Des bactéries non différenciées sont 

libérées des cordons d’infection restants et envahissent les cellules sénescentes du 

nodule. Cette zone constituerait une niche écologique où les bactéries libres 

vivraient comme des organismes saprophytes [327].  

 

          L’organogenèse peut donner deux types de nodules : des nodules de type 

indéterminé sont formés à partir du cortex interne alors que ceux de type déterminé 

sont formés à partir du cortex externe. Selon Hirsch [328], le type de nodule dépend 

de la plante hôte et non de son symbionte. Ainsi, les légumineuses tempérées 

(pois, luzerne, trèfle…) forment généralement des nodules indéterminés, alors que 

les légumineuses tropicales (soja, haricot…) forment habituellement des nodules 

déterminés.  

 

          La persistance du méristème chez les espèces à nodules de type déterminé 

est très éphémère et la croissance en longueur du nodule est limitée. Une 

croissance en épaisseur a lieu par hypertrophie des cellules corticales et par des 

divisions de cellules contenant déjà des Rhizobiums [329]. Ce processus de 

formation se traduit par une forme sphérique et un état de différenciation identique 

pour toutes les cellules. Dans le cas des espèces à nodules de type indéterminé, la 

zone méristématique est persistante ce qui se traduit par une forme allongée 

(Figure 1.6) [328, 330, 198].  
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Figure 1.6 : architecture d’un nodule indéterminé et un nodule déterminé                 
                    [331].  
 
          Il est intéressant de noter que seules les bactéries différenciées (bactéroïdes) 

fixent l’azote ; en culture libre, les bactéries n’expriment pas la nitrogénase [332]. 

 

          Dans les nodules matures, la fixation de l’azote est rendue possible grâce à 

l’action de la leghémoglobine végétale, qui maintient un niveau bas en oxygène, et 

à l’apport de carbone et autres nutriments via la membrane péribacteroïdienne, qui 

permet ensuite le passage des composés azotés vers la plante [333, 334]. 

 

          Lors du processus de fixation biologique de l’azote, l’azote minéral est réduit 

en ammonium suite à de multiples réactions de transfert d’électrons conduisant 

également à la libération d’hydrogène. L’ammonium excrété est ensuite utilisé pour 

la synthèse des biomolécules, glutamine et asparagine dans les nodules 
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indéterminés et uréides dans les nodules déterminés.  

 

          Chez les nodules indéterminés, la voie principale d’assimilation a lieu via la 

glutamine synthétase, mais deux autres voies métaboliques alternatives sont 

possibles via : l’asparagine synthétase et la glutamate déhydrogénase [335]. 

          La réduction de l’azote est catalysée dans tous les organismes capables de 

fixer l’azote atmosphérique par le complexe enzymatique ATP-dépendant de la 

nitrogénase [336]. Le complexe de la nitrogénase est constitué de deux sous-unités 

fonctionnelles principales : la dinitrogénase réductase (azoferredoxine) et la 

dinitrogénase (molybdoferredoxine). 

 

1.6.   Communication et interaction bactériennes 
          Bien que les bactéries soient des organismes unicellulaires, elles montrent 

souvent le comportement de groupes ou de communautés fonctionnels [337, 338, 

339]. Les bactéries produisent des molécules de signalisation qui s’accumulent 

dans l’environnement extracellulaire et qui servent de moyens de communication 

cellule-cellule [340, 341, 342, 343, 344]. Ce phénomène de communication 

contrôlant la régulation et l’expression de certains gènes bactériens a été nommé 

« Quorum Sensing » [345, 338, 346, 347, 348, 349].   

          Le Quorum Sensing est un système de communication bactérienne 

permettant à une population de coordonner l’expression de gènes cibles en fonction 

de sa densité ou des propriétés du milieu (diffusion, flux....) [350]. La plupart des 

signaux de quorum sensing sont de petites molécules organiques ou peptides avec 

5-20 acides aminés [351, 352, 353].  

 
          Chez les bactéries Gram négatif, le Quorum Sensing est basé sur la 

synthèse et la détection de petites molécules signal appelées N-acyl-homosérine 

lactones (AHLs) comme autoinducteurs [345, 338, 346, 354, 355, 356, 339, 

344, 347, 348, 349] qui est généralement associé à leur comportement pathogène 

ou symbiotique [343, 347].  

          Les molécules de types acyl-homosérine lactones sont composées, comme 

leur nom l’indique, d’un anneau homosérine lactone d’une part, et d’une chaîne acyl 

variable d’autre part (Figure 1.6). Suivant l’espèce productrice, la chaîne acyl peut 

varier par sa longueur (de 4 à 18 carbones) [346, 343, 347], sa saturation et la 
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présence de différentes substitutions sur le troisième carbone (groupement 

carbonyle C=O, ou groupement hydroxyle CH-OH).  

          Les AHLs sont synthétisées dans la cellule bactérienne par les AHL-

synthases [357, 358]. Ces enzymes ont été classées en différentes familles en 

fonction de leurs séquences et des substrats utilisés lors de la synthèse des 

molécules signal. Trois types d’AHLs synthétase ont été décrits à ce jour: la famille 

LuxI [358], comprenant les homologues de l’enzyme LuxI [359] qui sont les AHL-

synthases les plus répandues puisqu’elles sont conservées dans plus de 50 

espèces bactériennes [360], et l’enzyme HdtS décrite chez Pseudomonas 

fluorescens et qui est responsable de la synthèse de trois types différents d’AHLs 

chez cette bactérie [361].  

 

 

 

 

 

 

 
 
Figure 1.7 : structure générale de l’acyl-homosérine lactone [362]. 
 

          Les rhizobactéries utilisent le quorum sensing pour la régulation de certains 

mécanismes comme la formation de biofilms, la production de toxines, 

d’exopolysaccharides, de facteurs de virulence, et pour leur mobilité, ce qui sont 

essentiels pour l'établissement réussi d'une relation symbiotique ou  pathogénique  

avec la plante hôte [363, 364, 365, 366, 367]. 

 

          Plusieurs études ont montré l’implication du quorum sensing chez les 

rhizobactéries dans leur capacité d’association symbiotique avec les plantes hôtes 

[341, 347, 343, 368]. En effet, les molécules d'AHL produites par plusieurs espèces 

de Rhizobium et de Sinorhizobium (Tableau 1.4) peuvent réguler diverses 

fonctions, telles que la production d'exopolysaccharide [369, 363, 370], le transfert 

de plasmide [371, 372], et la nodulation [373, 374, 375], qui sont liés à la symbiose 

légumineuse-rhizobium. 
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Tableau 1.4 : Caractéristiques de quelques molécules d’acyl homosérine lactone   
                    appartenant au genre Rhizobium [341].      
 

Structure Organismes représentatifs 

 
 

 
 

Rhizobium sp. Strain NGR234 
Rhizobium leguminosarum 
Sinorhizobium meliloti 
Rhizobium elit CFN42 

 
 
 
 
 

 
Rhizobium leguminosarum 
Sinorhizobium meliloti 
Rhizobium elit CFN42 

 
 
 
 
 

 
Rhizobium leguminosarum 
Sinorhizobium meliloti 
 

 
 
 
 
 

 
 
Rhizobium leguminosarum 
 

 
 
 
 
 

 
 
Sinorhizobium meliloti 
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CHAPITRE 2 
MATERIEL ET METHODES 

2.1   Matériel biologique 

2.1.1   Souches bactériennes 

2.1.1.1   Souches de  Pseudomonas fluorescens  

 Trois souches bactériennes ont été testées dans notre expérimentation, il 

s’agit des souches S20, CHAO et P64 (Tableau 2.5). 

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

du palmier dattier dans la région de Ghardaïa [376], et de la rhizosphère de 

l’abricotier dans la région de Mitidja [377]. 

 La souche CHAO est considérée comme souche type de référence, utilisée 

dans de nombreux travaux de recherche et d’expérimentation [378, 14, 379, 380, 

169, 381]. Cette souche est connue par ses effets bénéfiques dans le biocontrôle et 

la promotion de la croissance végétale, elle se caractérise par la production de 

divers métabolites secondaires, notamment les pyoverdines, l’HCN et les 

phénazines [159, 382, 383]. 

          La pureté des souches a été vérifiée sur le milieu B de King [384]  

(Appendice B) en réalisant plusieurs repiquages successifs. Les souches purifiées  

ont été conservées à la température de 4°C. 
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Tableau 2.5 : Origine des souches de Pseudomonas fluorescens : 

Souche Plante hôte Provenance Origine 

 

CHAO 

 

Tabac 

 

Suisse 

Envoyée par le Pr. Keel, 

laboratoire de phytomédecine, 

Zurich – Suisse 

 

S20 

 

Palmier dattier 

 

Algérie 

Collection du laboratoire de 

phytopathologie de l’Université de 

Blida 

 

 

P64 

 

Abricotier 

 

Algérie 

Collection de laboratoire de 

phytopathodologie de L’université 

de Blida. 

 

           

2.1.1.2   Souches de Rhizobium sp. 

          Dans notre expérimentation deux souches de Rhizobium sp. ont été étudiées 

R1 et R2. Ces souches ont  été isolées à partir de nodules de la fève cultivée dans la 

région de Cherchell dans une étude précédente réalisée par Chennaoui [33]. 

La pureté des souches a été vérifiée sur le milieu PDAE (potato dextrose agar + 

extrait de levure) (Appendice B), après plusieurs repiquages successifs. Les 

souches purifiées ont été conservées à 4°C. 

 

2.1.2   Matériel végétal 

  La plante utilisée pour la réalisation de nos essais est la fève, (Vicia faba L. 

var. Histal), dont les semences ont été désinfectées par trempage dans de l’eau  

javellisée à 6°C pendant 20 min. suivi de trois rinçages successives avec de l’eau 

distillée stérile pendant  3 min.  

           Avant le semis, les graines de la fève ont subi une prégermination sur papier 

filtre stérile imbibé d’eau durant trois jours (26 à 27°C).   

 

2.2   Expérimentation sous serre 

          Le sol utilisé pour la réalisation de notre expérimentation sous serre provient 

d’une parcelle cultivée  en grumes de la station expérimentale du département 
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d’Agronomie (Université de Blida). Après élimination des éléments grossiers, le sol 

a été désinfecté selon la méthode de Berjerac, en l’étalant sur une plaque en acier 

chauffée à une température avoisinant 200°C pendant 15 minutes. Le sol sur la 

plaque est remué de temps à l’autre en l’arrosant avec de l’eau. Cette opération 

vise à éliminer ou inhiber le maximum d’activité microbienne, des nématodes et les 

semences des plantes indésirables. 

          Après  refroidissement, le sol a été mélangé avec la tourbe (1/3 de tourbe, 

2/3 de sol),  et réparti dans des pots d’une capacité de 2000 ml. 

 

2.2.1   Préparation des inoculat 

          Pour cette expérimentation, trois souches de Pseudomonas fluorescens 

[CHAO, S20 et P64] (Tableau 2.5) ont été étudié en interaction avec deux souches 

de     Rhizobium sp. [R1 et R2] (CF. 2.1.1.2).   

          L’inoculum des souches de Pseudomonas a été obtenu à partir de cultures 

bactériennes âgées de 24 à 36 heures cultivées sur milieu King B. des suspensions 

bactériennes ont été préparé dans de l’eau distillée stérile. 

 L’inoculum des souches de Rhizobium  a été préparé à partir de cultures 

bactériennes âgées de 4 jours cultivées sur milieu PDAE.  

          Les concentrations bactériennes ont été ajustées à 108 CFU/ml, à l’aide d’un 

spectrophotomètre (Shimadzu), aux longueurs d’onde λ = 580 nm pour les souches 

de Pseudomonas, et 600 nm pour les souches de Rhizobium.  

 

2.2.2   Inoculation bactérienne 

          Les semences de la fève préalablement désinfectées et mises à germer ont 

été bactérisées avec les différentes souches de Pseudomonas, selon les différents 

traitements. La tourbe stérile à été utilisée à titre de support dans la préparation 

finale de l’inoculum à appliquer. A cet effet, un volume de 50 ml de la suspension 

bactérienne est mélangé à 20g de tourbe, pour obtenir une pâte qui s’adhère 

facilement sur les graines. Dans le cas du témoin, les semences sont placées dans 

la tourbe imbibée avec de l’eau distillée stérile (Figure 2.7).  
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                 Semences de fève 

                                                                                                           
Pâte de  
                                                                                                               tourbe 
 

 

 
 

 

 

 

Figure 2.8: Semences de fève enrobées avec la pâte de tourbe.  

 

 Les semences enrobées avec la pâte de tourbe ont été laissées pendant une 

heure pour assurer une bonne adhésion des bactéries. Le semis a été réalisé dans 

des pots préalablement arrosés pour assurer une humidité suffisante à l’installation 

des bactéries. 

           Afin d’assurer un niveau suffisant en population bactérienne dans les pots, 

deux rappels de bactérisation, pour chaque souche, ont été réalisés après une et 

deux semaines après le semis à l’aide d’une seringue de 10 ml contenant la 

suspension bactérienne. 

           L’inoculation avec les souches de Rhizobium a  été effectuée trois jours 

après le semis (après la formation des racines et des poils absorbants). Deux 

rappels de bactérisation ont été réalisés après 20 jours et après un mois du semis. 

          Durant la croissance de la plante, l’arrosage des pots a été effectué de 

manière à satisfaire les besoins de la plante en eau, selon les variations climatiques 

durant notre période d’expérimentation. 
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2.2.3   Dispositif expérimental 

          L’essai a été mis en place suivant un dispositif en blocs aléatoires complets, 

avec trois répétitions. Dans chaque bloc figurent les 12 traitements étudiés. Chaque 

traitement est représenté par cinq plants par bloc, soit quinze plants au total pour 

chaque traitement (Figure 2.8). 

 
Figure 2.9 : Dispositif expérimental de l’essai sous serre. 

 

Les différents traitements étudiés sont : 

T0 : plants témoins non bactérisés. 

T1, T2 : plants bactérisés respectivement avec les souches R1 et R2. 

T3, T4, T5 : plants bactérisés respectivement avec les souches S20, CHAO et P64. 

T6= plants bactérisés avec les souches S20 et R1. 

T7= plants bactérisés avec les souches S20 et R2. 

T8= plants bactérisés avec les souches CHAO et R1. 

T9= plants bactérisés avec les souches CHAO et R2. 

T10= plants bactérisés avec les souches P64 et R1. 

T11= plants bactérisés avec les souches P64 et R2. 
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2.2.4   Colonisation rhizosphérique 

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

fluorescens étudiées, une vérification de l’installation des bactéries au niveau de la 

rhizosphére a été effectuée. Pour cela, des fragments de racine sont prélevés de 

différents traitements, suivis de plusieurs rinçages avec de l’eau distillée stérile et 

séchés séparément sur papier filtre stérile. 

          Chaque  fragment a été déposé aseptiquement dans des boites de pétri 

contenant le milieu King B. Les observations ont été effectuées 24 à 72 heures 

après incubation à 27 °C. 

 

          Pour l’étude de la dynamique des populations bactériennes, un 

dénombrement bactérien a été effectué pour les plantes cultivées sous serre. A cet 

effet, nous avons adopté la procédure de dénombrement suivante : 

 

• A la fin de la culture ; les racines  intactes des plantes échantillonnées sont 

découpées de la partie aérienne et débarrassées de l’excès du sol adhérent. 1g de 

racine est pesé précisément et mis dans un tube à essai contenant 9 ml d’eau 

distillée stérile (10-1). 

 

• Après homogénéisation, et à partir de cette dilution, une série de dilutions 

successives au 10éme ont été réalisées avec de l’eau distillée stérile, jusqu’à la 

dilution 10-7. 

 

• Des ensemencements ont été effectués avec les dilutions 10-3,10-5 et 10-7. 

Une quantité de 0.1 ml de chaque dilution est ensemencée sur la surface de la 

boite de Pétri sur le milieu King B, avec 3 répétitions pour chaque dilution. 

 

• Après incubation 24 à 48 heures à 27°C, le dénombrement des colonies a 

été effectué, les résultats sont exprimés en CFU/g, il s’agit de la moyenne de 

nombre de colonies comptées sur les trois dilutions. 

 

• La même procédure de dénombrement a été réalisée pour 1g du sol de la 

rhizosphère de chaque plante échantillonnée. 
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          Selon le Protocole de dénombrement établi au laboratoire d’écologie 

microbienne et pathologie des sols (UMR – INRA – Dijon – France), seules les 

boites présentant entre 30 et 600 colonies ont été retenues. Le calcul de la 

concentration bactérienne de la solution mère se fait selon la formule suivante : 

 

Concentration de la solution mère = Nombre de colonies / Volume x Dilution  

 

2.3   Expérimentation en plein champs                

          L’essai en plein champs a été conduit dans une parcelle nue de la station 

expérimentale du département d’Agronomie (Université de Blida). 

          Dans cette expérimentation, trois souches de Pseudomonas fluorescens 

(CHAO, S20 et P64) ont été étudié en interaction avec deux souches de Rhizobium 

sp. (R1 et R2).   

          Les inoculat bactériens ont été préparés selon la procédure déjà décrite 

(expérimentation sous serre).  

2.3.1   Inoculation bactérienne   

          Après la désinfection et le trempage des semences de la fève, durant toute 

une nuit dans de l’eau distillée stérile, ces dernières ont été enrobées avec une 

patte de tourbe imbibée avec l’inoculum bactérien selon la désignation des 

traitements concernant les souches de Pseudomonas fluorescens. Les graines 

enrobées ont été semées en plein champs, selon le dispositif expérimental et après 

un arrosage effectué la veille du semis. 

 

          L’inoculation avec les deux souches de Rhizobium a été réalisée 10 jours après 

le semis. Deux rappels de bactérisation ont été effectués après 30 jours et après 45 

jours du semis. 

 

          L’irrigation a été assurée manuellement, à l’aide d’arrosoir, quotidiennement, et 

particulièrement en périodes sèches. 
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2.3.2   Dispositif expérimental 

          Avant le semis, la parcelle d’essai a été labourée en sec à l’aide d’une charrue à 

disque et a subi un passage du cover crop, pour assurer un maximum 

d’homogénéité et de régularité du lit de semence. 

 

          Nous avons utilisé un dispositif en blocs aléatoires complets avec trois 

répétitions, composés de 12 lignes correspondant aux 12 traitements étudiés. 

 

          La fève a été semé à 4 à 5 cm de profondeur et distant de 15 à 20 cm environ, 

en lignes espacées de 1 m pour éviter d’éventuelles contaminations racinaires entre 

les plants des différents traitements. Chaque ligne comporte          15 répétitions 

(Figure 2.9). 

 

 

                        

                               

 
 
 

 B I                               B II                         B III 
 

 1.5m  
                                           1m 
                  Lignes de bordure       
  

 
Figure 2.10 : Dispositif expérimental de l’essai en plein champs. 

 

          Les mêmes traitements étudiés dans l’expérimentation sous serre, sont 

appliqués en plein champs (CF. 2.2.3). 
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2.4   Evaluation de la phytostimulation 

          Afin d’évaluer les effets de la bactérisation sur la phytostimulation des plantes 

cultivées sous serre et en plein champs, nous avons mesuré  les paramètres de 

croissance relatifs au développement de la partie aérienne et racinaire. Ces 

paramètres ont été évalués à deux périodes différentes : première période (P1), 

après 30 jours du semis, et deuxième période (P2) après 45 jours du semis. 

 

2.4.1  Taux de levée 

          Durant la première période, la cinétique de croissance des plantes cultivées 

sous serre a été estimée, en mesurant la hauteur des plants deux fois par semaine. 

Ce paramètre a été étudié sur quatre semaines. 

 

2.4.2  Hauteur finale des tiges et longueur des racines 

          Ce paramètre a été étudié en P1 et en P2 pour les plants cultivés sous serre, 

et qu’en P2 pour les plants cultivés en plain champs. L’estimation de la longueur 

des deux parties, aérienne et racinaire, a été effectuée sur des plants arrachés et 

débarrassés des substrats de chaque bloc du dispositif expérimental. 

 

2.4.3  Poids frais et sec de la biomasse aérienne et des racines 

          Ce paramètre a été évalué au prélèvement pour les plants sous serre         (P1 

et P2) et en plein champs (P2). Les plants récoltés sont préalablement débarrassés 

du sol adhérant, les deux parties, aérienne et racinaire, sont séparées et pesées 

immédiatement, puis étiquetées avant dessiccation. La température de l’étuve est 

portée à 80°C  et  la durée de séjour de l’échantillon retenu correspond à 72 heures 

(jusqu’au poids sec constant). 

 

2.4.4  Nombre de nodules 

          Le nombre de nodules par plant est comptabilisé en plein floraison pour les 

deux essais. La partie racinaire de chaque plant est soigneusement  débarrassée 

du substrat adhérant afin de dénombrer les nodules développés sur les racines. 

 

2.4.5  Matière azotée totale 



50 

 

          La teneur en azote totale (par 100g de matière sèche) exprimée en matière 

azotée totale (MAT) des échantillons est mesurée par la méthode de KJELDAHL 

[385]. 

 
2.4.5.1  Minéralisation  

          L’opération s’effectue sur un échantillon de 2g qu’on introduit dans un matras 

de 250 ml en ajoutant 2g de catalyseur (Appendice C) et 20ml d’acide sulfurique 

pur  (d = 1.84). 

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

du liquide ou obtention d’une couleur verte stable. 

          Après refroidissement, on ajoute peu à peu, avec précaution 200 ml d’eau 

distillée en agitant et en refroidissant sous un courant d’eau. 

 

2.4.5.2   Distillation   

          50 ml du contenu du matras sont traversés dans l’appareil distillateur (Büchi). 

Dans un bécher destiné à recueillir le distillat, on met 20 ml de l’indicateur 

(Appendice C).  

          50 ml de solution de soude (d = 1.33) sont versés dans l’appareil distillateur. 

L’attaque doit se faire jusqu’à obtention d’au moins 100 ml de distillat, on titre en 

retour par de l’acide sulfurique (N/20) jusqu’à obtention de la couleur initiale de 

l’indicateur. 

 

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

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

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

  X: descente de la burette (en ml). 

  Y : poids de l’échantillon de départ. 

  A : volume de la prise d’essai. 

                                                MAT (MS) = N (g) x 6.25  
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    CHAPITRE 3 
RESULTATS ET DISCUSSION 

 

3.1   Essai de phytostimulation sous serre 

3.1.1   Paramètres de croissance   

3.1.1.1   Cinétique de croissance 

           Selon les résultats obtenus, nous avons constaté une différence dans la 

cinétique de croissance entre les différents traitements étudiés. 

          Nous avons remarqué une croissance plus rapide chez les plants bactérisés 

par la souche de Rhizobium R1, et par la combinaison des deux souches P64 de 

Pseudomonas et R2 de Rhizobium. Cette cinétique est plus apparente pendant la 

deuxième et la troisième semaine, où nous avons enregistré des hauteurs de 30.33 

cm et de 46.26 cm chez les plants bactérisés par la souche R1. A la quatrième 

semaine de culture, les plants bactérisés par l’interaction P64-R2 ont enregistré la 

meilleure hauteur (67 cm), suivie par les plants bactérisés par la souche R1 (60.33 

cm). Les autres traitements étudiés ont présenté des croissances plus ou moins 

similaires aux témoins (Figure 3.10).      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.11 : Evolution des hauteurs des tiges en fonction du temps. 
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3.1.1.2   Partie aérienne 

• Hauteur des tiges et poids frais de la partie aérienne 

          L’analyse de la variance ne révèle pas de différence significative pour la 

hauteur des tiges et le poids frais de la partie aérienne (Appendice D). 

• Poids sec de la partie aérienne 

          Pour le poids sec, les meilleures performances ont été enregistrés chez les 

plants bactérisés par la combinaison des souches P64 et R1 qui a révélé les poids 

les plus élevés avec une valeur maximale de 4.24 g, comparativement au témoin 

qui n’a enregistré que 2.93 g. Les autres interactions entre les souches S20 et 

CHAO avec les deux souches de Rhizobium R1 et R2 ont montré des poids 

légèrement supérieurs à celui du témoin (Tableau 3.6).   

 

  
Tableau 3.6 : Hauteur des tiges (cm), poids frais et poids sec (g) de la partie aérienne. 

 Témoin R1 R2 S20 CHAO P64 
 R1 R2 R1 R2 R1  R2 

Hauteur 
 

 
58.73 

± 
4.66* 

 

 
68.33 

± 
6.06 

 
61.68 

± 
2.50 

 
59.33 

± 
6.84 

 
59.12 

± 
5.51 

 
61.70 

± 
6.82 

 
60.45 

± 
3.32 

 
62.13 

± 
4.40 

 
66.13 

± 
4.28 

Poids frais 
 

 
33.53 

± 
3.52 

 

 
39.20 

± 
7.92 

 
35.23 

± 
4.21 

 
36.62 

± 
2.02 

 
33.10 

± 
2.52 

 
35.56 

± 
5.81 

 
33.15 

± 
2.34 

 
34.83 

± 
3.50 

 
38.40 

± 
1.25 

Poids sec 
 

 
2.93 
± 

0.24 
(b)** 

 
3.52 
± 

0.74 
(ab) 

 
3.58 
± 

0.46 
(ab) 

 
3.48 
± 

0.45 
(ab) 

 
3.12 
± 

0.31 
(b) 

 
3.50 
± 

0.67 
(ab) 

 
3.23 
± 

0.24 
(ab) 

 
3.60 
± 

0.14 
(abc) 

 
4.24 
± 

0.39 
(a) 

 

(*) : Ecarts types issus des quinze répétitions. 
(**) : Les valeurs suivies de la même lettre ne présentent pas de différence significative selon le test 
de     
        Newman – Keuls au seuil α = 5 % (Analyse ANOVA). 
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3.1.1.3   Partie racinaire 

• Longueur des racines 
          Les différentes mesures des longueurs racinaires révèlent une différence 

significative entre les plants bactérisés par la souche R1 avec une longueur de        

35.97 cm par rapport au témoin qui présente 29.42 cm. Les longueurs racinaires 

enregistrées au niveau des autres interactions ne montrent pas une augmentation 

significative par rapport aux témoins (Tableau 3.7). 

• Poids frais et poids sec de la partie racinaire 

          D’après les résultats obtenus, nous avons constaté une augmentation des 

poids frais et sec de la partie racinaire entre les différentes interactions. Pour le 

poids frais, la meilleure performance a été obtenue chez les plants bactérisés par 

l’interaction des souches P64-R2 avec un poids de 11.67 g, suivie de l’interaction 

S20-R2 avec un poids de 10.84 g, tandis que le témoin n’a présenté que 9.18 g 

(Tableau 3.7). 

          Comparativement au témoin, l’interaction CHAO-R1 présente le meilleur 

poids sec racinaire avec une valeur de 1.43 g. Une légère augmentation des 

valeurs en poids sec a été enregistrée chez les autres interactions (Figure 3.11, 

Tableau 3.7).    

                 Témoin                                          P64-R2     
 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3.12 : Racines des plants bactérisés par l’interaction P64-R2 et des plants                
                        non bactérisés. 
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Tableau 3.7 : Longueur des racines, poids frais et poids sec de la partie racinaire. 

 Témoin R1 R2 S20 CHAO P64 
R1 R2 R1 R2 R1 R2 

Longueur  
 

 
29.42 

± 
0.93* 
(b)** 

 
35.97 

± 
3.61 
(a) 

 
30.80 

± 
3.71 
(b) 

 
31.22 

± 
2.36 
(b) 

 
31.30 

± 
2.71 
(b) 

 
28.82 

± 
1.72 
(b) 

 
26.98 

± 
1.07 
(b) 

 
29.38 

± 
2.25 
(b) 

 
30.68 

± 
3.59 
(b) 

 

Poids frais 
 

 
9.18 
± 

0.56 
(abc) 

 
8.86 
± 

2.00 
(abc) 

 
8.84 
± 

1.19 
(abc) 

 
8.09 
± 

1.36 
(bc) 

 
10.84 

± 
2.86 
(ab) 

 
8.21 
± 

1.45 
(bc) 

 
7.68 
± 

1.13 
(bc) 

 
9.04 
± 

1.02 
(abc) 

 
11.67 

± 
1.49 
(a) 

 

Poids sec 
 

 
0.38 
± 

0.09 
(d) 

 
1.26 
± 

0.36 
(ab) 

 
1.27 
± 

0.26 
(ab) 

 
0.89 
± 

0.20 
(bcd) 

 
0.63 
± 

0.26 
(cd) 

 
1.43 
± 

0.38 
(a) 

 
0.97 
± 

0.28 
(abc) 

 
0.99 
± 

0.12 
(ab) 

 
1.32 
± 

0.24 
(ab) 

 
(*) : Ecarts types issus des quinze répétitions. 
(**) : Les valeurs suivies de la même lettre ne présentent pas de différence significative selon le test 
de      
        Newman – Keuls au seuil α = 5 % (Analyse ANOVA). 
 
 
3.1.2   Nombre de nodules 

          Le nombre de nodules estimé chez les plants des différents traitements 

bactérisés mis en évidence une meilleure nodulation par rapport aux témoins 

respectifs. 

          Le nombre maximal de nodules a été produit par les plants bactérisés avec la 

combinaison des souches P64-R2 qui présentent une moyenne de 90.80 nodules, 

contre 34.47 nodules produit chez les plants non bactérisés (Figure 3.12, Tableau 

3.8). 

3.1.3   Teneur en matière azotée totale (MAT%) 

          Le dosage de la matière azotée totale chez les plants bactérisés avec les 

différentes souches révèle une meilleure teneur en azote. Chez les plants traités 

avec l’interaction P64-R2 la teneur en matière azotée est de 21.29 %, suivie par les 

interactions CHAO-R2 avec un taux de 19.02 % et P64-R1 avec 17.91%,  alors que 

le témoin n’a enregistré que 14.82 % (Tableau 3.9). 
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       P64-R2                                                  P64-R2                                                                          
 
 
       
 
 
       P64-R1                                                  P64-R1  
 
 
 
 
Figure 3.13 : Nodules sur les racines des plants de fève bactérisés par les interactions                
                      P64-R1 et  P64-R2. 
 

Tableau 3.8 : Nombre de nodules. 

 Témoin R1 R2 S20 CHAO P64 
R1 R2 R1 R2 R1 R2 

 
Nombre  

de nodules 
  

 
34.47 

± 
10.35* 
(e)** 

 
64.67 

± 
6.25 
(c) 

 
91.67 

± 
1.84 
(c) 

 
67.09 

± 
3.70 
(bc) 

 
83.02 

± 
7.13 
(ab) 

 
62.59 

± 
0.94 
(c) 

 
77.24 

± 
4.21 
(abc) 

 
82.42 

± 
5.67 
(ab) 

 
90.80 

± 
6.17 
(a) 

 
(*) : Ecarts types issus des quinze répétitions. 
(**) : Les valeurs suivies de la même lettre ne présentent pas de différence significative selon le test 
de  
        Newman – Keuls au seuil α = 5 % (Analyse ANOVA). 
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Tableau 3.9 : Teneur matière azotée totale (MAT%). 

 Témoin R1 R2 S20 CHAO P64 
R1 R2 R1 R2 R1 R2 

 
Teneur 

en azote 
 

 
14.82 

± 
0.90* 
(c)** 

 
16.26 

± 
0.95 
(c) 

 
15.48 

± 
1.02 
(c) 

 
16.27 

± 
1.39 
(c) 

 
14.79 

± 
1.04 
(c) 

 
14.94 

± 
0.56 
(c) 

 
19.02 

± 
0.71 
(b) 

 
17.91 

± 
0.89 
(b) 

 
21.29 

± 
0.90 
(a) 

 

(*) : Ecarts types issus des quinze répétitions. 
(**) : Les valeurs suivies de la même lettre ne présentent pas de différence significative selon le test 
de  
        Newman – Keuls au seuil α = 5 % (Analyse ANOVA). 
 

3.1.4   Estimation des gains 

3.1.4.1   Paramètres de croissance 

          Les gains obtenus révèlent que l’interaction des souches de Pseudomonas 

fluorescens et les souches de Rhizobium sp. a influencé positivement la 

biostimulation de la croissance végétale. 

          Une certaine fluctuation a été enregistrée dans les différentes interactions 

étudiées ; en effet la souche P64 a induit des gains appréciables au niveau des 

différents paramètres étudiés, notamment en interaction avec la souche R2 de 

Rhizobium sp., où les gains étaient de 247.36 % en poids sec de la partie racinaire, 

de 44 % en poids sec de la partie aérienne, et de 27.12 % en poids frais de la partie 

racinaire. L’interaction de cette souche (P64) avec la souche R1 de Rhizobium sp.        

a induit un taux d’inhibition de -1.52 % pour le dernier paramètre (Figures 3.13, 

3.14). 

           La meilleure performance de la souche CHAO a été enregistrée au niveau 

de son interaction avec la souche R1 ; induisant un gain de 276.31 % en poids sec 

de la partie racinaire, tandis que ce gain diminue jusqu’à 155.26 % en interaction 

avec la souche R2 (Figures 3.13, 3.14).  
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Figure 3.14 : Gains obtenus des interactions entre les souches de Pseudomonas               
                        fluorescens (S20, CHAO et P64) et la souche de Rhizobium sp. R1.   
 
 
 
 
 
                                                                                                               
  
                                                      
     
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3.15 : Gains obtenus des interactions entre les souches de Pseudomonas  
                         fluorescens (S20, CHAO et P64) et la souche de Rhizobium sp. R2.   
(*) : Les valeurs suivies de la même lettre ne présentent pas de différence significative selon    
       le test de Newman – Keuls au seuil α = 5 % (Analyse ANOVA). 
HPA : Hauteur de la partie aérienne.                           LR : Longueur racinaire. 
PFPA : Poids frais de la partie aérienne.                      PFPR : Poids sec de la partie aérienne. 
PFPR : Poids frais de la partie racinaire.                    PSPA : Poids sec de la partie racinaire. 
 

3.1.4.2   Nombre de nodules 

          Les valeurs obtenues montrent que l’effet de l’interaction est plus notable sur 

le nombre de nodules produit par les plants associés aux Pseudomonas et 

Rhizobium sp. a la fois. Ceci est nettement noté avec la souche P64 où nous avons 
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obtenu des gains appréciables de 139.1 % et de 163.41 % en interaction 

respectivement avec les souches R1 et R2. Le meilleur taux de gain (141.33 %) a 

été obtenu dans l’interaction des souches S20 et R2 (Figure 3.15).  

           
 
   
    
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3.16 : Gains obtenus des interactions entre les souches de Pseudomonas  
                        fluorescens (S20, CHAO et P64) et les souches de Rhizobium sp.                    
                         (R1 et R2).   
(*) : Les valeurs suivies de la même lettre ne présentent pas de différence significative selon    
       le test de Newman – Keuls au seuil α = 5 % (Analyse ANOVA). 
 
 
 
 
3.1.4.3   Teneur en matière azotée totale (MAT%) 
          Le dosage de la matière azotée totale montre que les meilleures  teneurs en 

azote ont été obtenus dans la bactérisation associant les souches P64 et R2, en 

induisant un gain de l’ordre de 43.65 % par rapport aux témoins (Figure 3.16).  
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Figure 3.17 : Gains obtenus des interactions entre les souches de Pseudomonas  
                        fluorescens (S20, CHAO et P64) et les souches de Rhizobium sp.                    
                        (R1 et R2).   
(*) : Les valeurs suivies de la même lettre ne présentent pas de différence significative selon    
        le test de Newman – Keuls au seuil α = 5 % (Analyse ANOVA). 
 
3.1.5   Evaluation de la phytostimulation en deux différentes périodes 
          Les paramètres de croissance étudiés sur les plants sous serre ont été 

évalués à deux périodes différentes, correspondant respectivement, aux 

mensurations réalisées après 30 jours du semis (P1), et après 45 jours du semis 

(P2).  

3.1.5.1   Hauteur des tiges et longueur des racines   
          D’après les résultats obtenus pour la hauteur des tiges, aucune différence 

significative entre les traitements étudiés n’a été enregistrée pendant la première 

période. Cependant, ces différences deviennent significatives durant la deuxième 

période, où nous avons enregistré les hauteurs les plus élevées. Chez les plants 

bactérisés avec  la combinaison des souches P64 et R2, la hauteur était de 77.60 

cm, et dans le cas de la souche P64 ; elle est de 77.47 cm, comparativement au 

témoin qui n’a enregistré que 67.13 cm (Tableau 3.10). 

          Concernant  la longueur des racines, les différentes mesures effectuées 

durant la première période montrent une différence significative entre les 

traitements étudiés. La valeur maximale (32.00 cm) a été enregistrée chez les 

plants bactérisés par la souche R1. Nous avons constaté pendant cette période que 

les autres interactions 

                    

b 
b 

a* 
c c c 
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Tableau 3.10 : Hauteur des tiges et longueur des racines  en centimètre (cm). 
 

        (*) : Ecarts types issus des quinze répétitions. 
        (**) : Les valeurs suivies de la même lettre ne présentent pas de différence significative selon le test de Newman – Keuls à α = 5 % (Analyse ANOVA). 
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Période 1 (J30) 

 
50.33 

  
7.19* 

 

 
60.33 

  
7.09 

 
48.83 

  
1.95 

 
51.00 

  
3.53 

 
49.67 

  
6.28 

 
50.17 

  
6.89 

 
48.00 

  
7.14 

 
48.50 

  
7.68 

 
49.67 

  
8.14 

 
45.17 

  
3.14 

 
49.67 

  
3.15 

 
54.67 

  
6.48 

 
 
Période 2 (J45) 

 
67.13 

  
1.59 
 (b)** 

 

 
76.33 

  
6.44 
(a) 

 
74.67 

  
3.45 
(a) 

 
69.93

 
2.79 
(ab) 

 
71.20 

  
9.13 
(ab) 

 
77.47 

  
6.51 
(a) 

 
70.67 

  
8.12 
(ab) 

 
69.73 

  
4.11 
(ab) 

 
73.73 

  
7.07 
(ab) 

 
75.73 

  
4.22 
(a) 

 
74.60 

  
6.21 
(a) 

 
77.60 

  
1.96 
(a) 
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ur
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es
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ci
ne

s 
 (c

m
)  

  

 
 
Période 1 (J30) 

 
 28.17 

  
  0.97 

(ab) 

 
32.00 

  
4.79 
(a) 

 
24.67 

  
3.87 
(c) 

 
25.17 

  
2.88 
(c) 

 
24.17 

  
1.65 

  (c) 

 
22.83 

  
4.40 
(c) 

 
29.17 

  
3.51 
(ab) 

 
29.33 

  
1.90 
(a) 

 
26.50 

  
2.69 
(b) 

 
20.83 

  
0.49 
(c) 

 
23.50 

  
3.43 
(c) 

 
27.83 

  
3.43 
(ab) 

 
 
Période 2 (J45) 

 
 30.67 

  
1.01 
(c) 

 
39.93 

  
3.10 
(a) 

 
36.93 

  
4.40 
(ab) 

 
33.60 

  
3.83 
(b) 

 
33.47 

  
0.33 
(b) 

 
36.93 

  
4.40 
(b) 

 
33.27 

  
1.28 
(b) 

 
33.27 

  
3.84 
(b) 

 
31.13 

  
0.39 
(b) 

 
33.13 

  
1.61 
(b) 

 
35.27 

  
0.94 
(ab) 

 
33.53 

  
4.53 
(b) 



61 

 

bactériennes, ainsi que les traitements bactérisés avec chaque souche 

indépendamment, ont présenté tous des valeurs inférieures par rapport aux témoins.  

          En deuxième période, la meilleure performance (39.93 cm) a été obtenue chez 

les plants bactérisés par la souche R1 par rapport au témoin qui a présenté une 

longueur de 30.67 cm (Tableau 3.10). 

 

3.1.5.2   Poids frais et poids sec de la partie aérienne   

          L’estimation des poids frais et sec de la partie aérienne a révélé des effets 

notables de phytostimulation et des différences significatives entre les traitements 

étudiés, notamment à la deuxième période.   

          Dans la première période, aucune différence significative en poids frais n’a été 

révélée entre les différents traitements. Durant la deuxième période, la valeur maximale 

(51.83 g)  a été obtenue dans le cas de l’interaction P64-R2, alors que le témoin n’a 

enregistré que 39.27 g en poids frais (Tableau 3.11). 

          Concernant le poids sec, les résultats obtenus ne révèlent pas une différence 

significative durant la première période. Ces différences deviennent significatives 

pendant la deuxième période où l’interaction P64-R2 a induit le poids le plus élevé   

(5.55 g) ; comparativement au témoin (3.17 g). Les autres interactions ont présenté des 

poids supérieurs par rapport à leurs témoins respectifs (Tableau 3.11).   

             

3.1.5.3   Poids frais et poids sec de la partie racinaire   

          Les résultats obtenus en poids frais et en poids sec de la partie racinaire, ont 

montré qu’il existe une différence significative entre les traitements étudiés dans les 

deux périodes. 

          Pour le poids frais, et durant les deux périodes, les meilleures valeurs ont été 

obtenues avec les plants non bactérisés, avec un poids de 6.97 g pour la première 

période, et 39.27 g pour la deuxième période (Tableau 3.12).    

          En ce qui concerne le poids sec, les interactions CHAO-R1 et P64-R2 ont induit 

les poids les plus élevés avec respectivement 1.46 g et 1.34 g. Les plants bactérisés 

séparément par les souches R1 et R2 ont enregistrés des poids légèrement supérieurs. 
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Tableau 3.11 : Poids frais et poids sec en gramme (g) de la partie aérienne.  
          
 

 
        (*) : Ecarts types issus des quinze répétitions. 
        (**) : Les valeurs suivies de la même lettre ne présentent pas de différence significative selon le test de Newman – Keuls à α = 5 % (Analyse ANOVA). 
 
Tableau 3.12 : Poids frais et poids sec en gramme (g) de la partie racinaire. 
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Période 1 (J30) 

 
27.79 

  
2.16* 

 

 
32.70 

  
9.58 

 
22.54 

  
2.56 

 
26.87

 
2.89 

 
25.68 

  
5.51 

 
19.94

 
3.84 

 
23.39 

  
3.00 

 
23.42 

  
2.20 

 
24.84 

  
9.18 

 
18.82 

  
3.26 

 
21.38 

  
3.77 

 
24.97 

  
1.09 

 
 
Période 2 (J45) 

 
39.27 

  
5.14 
(c)** 

 

 
45.69 

  
8.06 
(c) 

 

 
47.91 

  
6.14 
(c) 

 
44.43 

  
5.13 
(bc) 

 
42.51 

  
5.85 
(c) 

 
49.41 

  
8.02 
(bc) 

 
49.85 

  
1.09 
(b) 

 
42.78 

  
3.32 
(bc) 

 
46.27 

  
0.19 
(b) 

 
47.48 

  
1.74 
(b) 

 
48.28 

  
4.06 
(ab) 

 
51.83 

  
1.64 
(a) 
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Période 1 (J30) 

 
2.68 
  

0.33 
 

 
3.03 
  

0.97 

 
2.31 
  

0.62 
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0.61 

 
2.48 
  

0.52 
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0.66 
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0.52 
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0.29 
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0.19 
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0.21 
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        (*) : Ecarts types issus des quinze répétitions. 
        (**) : Les valeurs suivies de la même lettre ne présentent pas de différence significative selon le test de Newman – Keuls à α = 5 % (Analyse ANOVA).
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0.88* 
(a)** 
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          Durant la deuxième période, les meilleures performances ont été obtenues avec 

les plants bactérisés par l’interaction CHAO-R1 avec 1.41 g, et l’interaction P64-R2 

avec 1.31 g, comparativement au témoin qui n’a enregistré que 0.50 g en poids sec 

(Tableau 3.12).  

 

3.1.5.3   Teneur en matière azotée totale (MAT%) 

          Le dosage de la matière azotée totale montre une différence significative entre 

les traitements étudiés durant les deux périodes. Des teneurs très appréciables en 

azote ont été obtenues durant la première période chez les plants traités par la souche 

P64 (17.59 %), et par les interactions P64-R2 (19.73 %), P64-R1 (17.49 %), et 

l’interaction CHAO-R2 avec 17.22 %. 

 

          Pendant la deuxième période, l’interaction P64-R2 a induit la teneur la plus 

élevée (22.85 %), suivie par l’interaction CHAO-R2 avec 20.82 %, comparativement au 

témoin avec une teneur de 16.24 % (Tableau 3.13). 

 
3.1.6   Estimation des gains        

• Paramètres de croissance 
          En général, les interactions étudiées révèlent des gains appréciables en 

croissance végétale, notamment durant la deuxième période.     

 

         Pendant la première période, des taux d’inhibition en hauteur des tiges ont été 

enregistrés chez touts les traitements étudiés, à l’exception de l’interaction P64-R2 

ayant montré un gain de 8.62 %, et la souche R2 qui a induit le maximum de gain  

19.86 % (Tableau 3.14, Figure 3.17).  

 

          En longueur racinaire, le meilleur gain (13.59 %)  a été noté chez les plants 

bactérisés par la souche R1. Les autres traitements ont induit des inhibitions en 

longueur racinaire, allant jusqu’à  -26.05 % avec l’interaction CHAO-R2.    

          Concernant le poids frais de la partie aérienne, toutes les interactions ont 

présenté des taux d’inhibition en poids frais. Le meilleur gain (9.32 %)  en poids sec a 

été obtenu avec l’interaction P64-R2 par rapport aux témoins. 
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Tableau 3.13 : Teneur en matière azotée totale (MAT%).  
 

        (*) : Ecarts types issus des quinze répétitions. 
        (**) : Les valeurs suivies de la même lettre ne présentent pas de différence significative selon le test de Newman – Keuls à α = 5 % (Analyse ANOVA). 
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Période 1 (J30) 

 
13.40 

  
1.14* 
(c)** 

 

 
15.42 

  
1.10 
(b) 

 
14.46 

  
0.85 
(b) 

 
13.65 

  
0.96 
(c) 

 
13.38 

  
0.93 
(c) 

 
17.59 

  
1.43 
(a) 

 
16.31 

  
1.98 
(b) 

 
13.66 

  
1.01 
(c) 

 
13.73 

  
0.67 
(c) 

 
17.22 

  
0.80 
(a) 

 
17.49 

  
0.97 
(a) 

 
19.73 

  
1.30 
(a) 

 
 
Période 2 (J45) 

 
16.24 

  
0.84 
(b) 

 
17.11 

  
1.02 
(ab) 

 
16.49 

  
1.37 
(ab) 

 
15.53 

  
0.76 
(b) 

 
15.53 

  
1.12 
(b) 

 
18.53 

  
1.59 
(ab) 

 
16.23 

  
0.95 
(ab) 

 
15.92 

  
1.29 
(b) 

 
16.14 

  
0.56 
(b) 

 
20.82 

  
0.78 
(a) 

 
18.34 

  
1.02 
(ab) 

 
22.85 

  
0.58 
(a) 
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Tableau 3.14 : Taux d’inhibition ou de gains (%) des différents paramètres étudiés en P1 (après 30 jours) et en P2 (après 45 jours).          

Paramètres R1 R2 S20 CHAO P64 S20  R1 S20 R2 CHAO 
R1 

CHAO 
R2 P64 R1 P64 R2 

Hauteur de la partie 
aérienne 

P1 19.86 -2.98 1.33 -1.31 -0.31 -4.62 -3.63 -1.31 -10.25 -1.31 8.62 
P2 13.70 11.02 4.17 6.06 15.40 5.27 3.87 9.83 12.81 11.12 15.59 

Longueur des racines P1 13.59 -12.42 -10.64 -14.19 -18.95 3.54 4.11 -5.92 -26.05 -16.57 -1.20 
P2 30.19 20.41 9.55 3.45 9.12 8.47 8.47 1.49 8.02 14.99 9.32 

Poids frais de la partie 
aérienne 

P1 17.66 -18.89 -3.13 -7.59 -28.24 -15.83 -15.72 -10.61 -32.27 -23.06 -10.14 
P2 16.34 22.00 13.13 8.25 25.82 26.94 8.93 17.82 20.90 22.94 31.98 

Poids frais de la partie 
racinaire 

P1 -11.90 -41.03 -58.39 -56.52 -76.18 -49.35 36.01 -45.48 -60.83 -58.24 -25.68 
P2 -70.51 -65.46 -63.76 -62.31 -65.90 -67.78 -68.90 -67.86 -67.81 -61.39 -53.73 

Poids sec de la partie 
aérienne 

P1 13.05 -13.80 -5.97 -7.46 -29.47 -16.04 -8.20 -5.97 -26.11 -13.43 9.32 
P2 26.49 53.31 38.80 51.93 54.25 48.26 18.92 41.64 44.51 53.94 75.07 

Poids sec de la partie 
racinaire 

P1 480.76 469.23 61.53 88.46 173.07 196.15 69.23 461.53 215.38 219.23 415.38 
P2 104 112 40 90 104 100 64 182 124 130 162 

Teneur en matière 
azotée totale 

P1 15.07 7.91 1.86 -0.14 31.26 21.71 1.94 2.46 28.50 30.52 47.23 
P2 5.35 1.53 -4.37 -4.37 14.10 -0.06 -1.97 -0.61 28.20 12.93 40.70 
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          Le meilleur gain (36.01 %) en poids frais de la partie racinaire a été 

enregistré par l’interaction S20-R2. Les souches R1 et R2, ainsi que les interactions 

CHAO-R1 et P64-R2 ont induit les meilleures performances en poids sec, avec un 

maximum (480.76 %) chez la souche R1 (Tableau 3.14, Figure 3.17).      

      

       

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figure 3.18 : Gains obtenus des interactions entre les souches de Pseudomonas  
                       fluorescens (S20, CHAO et P64) et les souches de Rhizobium sp.                        
                       (R2 et R2), en première période (P1).   
(*) : Les valeurs suivies de la même lettre ne présentent pas de différence significative selon    
       le test de Newman – Keuls au seuil α = 5 % (Analyse ANOVA). 
HPA : Hauteur de la partie aérienne.                           LR : Longueur racinaire. 
PFPA : Poids frais de la partie aérienne.                     PFPR : Poids sec de la partie aérienne. 
PFPR : Poids frais de la partie racinaire.                     PSPA : Poids sec de la partie racinaire. 
 

          Durant la deuxième période, le meilleur gain (15.59 %) en hauteur des tiges a 

été obtenu par l’interaction P64-R2 par rapport aux témoins, tandis que la meilleure 

performance en longueur racinaire a été enregistrée chez la souche R1 (30.19 %). 

          L’interaction de la souche P64 avec la souche R2 a induit les meilleures 

performances en poids frais et en poids sec de la partie aérienne, avec des gains 

respectifs de 31.98 % et de 75.07 % par rapport à leurs témoins.  

          La même constatation a été observée au niveau des gains en poids sec de la 

partie racinaire, où nous avons obtenu un gain de 162 %  chez l’interaction P64-R2, 

tandis qu’aucun traitement n’a enregistré des valeurs supérieurs aux témoins 

concernant le poids frais de la partie racinaire (Tableau 3.14, Figure 3.18).    
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Figure 3.19 : Gains obtenus des interactions entre les souches de Pseudomonas  
                       fluorescens (S20, CHAO et P64) et les souches de Rhizobium sp.             
                         (R2 et R2), en deuxième période (P2).   
(*) : Les valeurs suivies de la même lettre ne présentent pas de différence significative selon    
       le test de Newman – Keuls au seuil α = 5 % (Analyse ANOVA). 
HPA : Hauteur de la partie aérienne.                           LR : Longueur racinaire. 
PFPA : Poids frais de la partie aérienne.                     PFPR : Poids sec de la partie aérienne. 
PFPR : Poids frais de la partie racinaire.                     PSPA : Poids sec de la partie racinaire. 
 
• Teneur en matière azotée totale (MAT%) 
           L’effet de l’interaction des souches de Pseudomonas fluorescens et les 

souches de Rhizobium sp. est plus notable sur la teneur en azote total durant les 

deux périodes. 

          En première période, les résultats obtenus montrent que l’interaction de la 

souche P64 avec la souche R2 a enregistré les meilleures teneurs avec un gain de 

47.23 %, suivie par les interactions P64-R2 et CHAO-R2 avec 30.52 % et 28.50 % 

(Tableau 3.14, Figure 3.19). 

 

          Les mêmes constatations ont été observées en deuxième période avec une 

supériorité de l’interaction CHAO-R2 (28.20 %) (Tableau 3.14, Figure 3.20).          
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Figure 3.20 : Gains obtenus des interactions entre les souches de Pseudomonas  
                       fluorescens (S20, CHAO et P64) et les souches de Rhizobium sp.                    
                       (R1 et R2), en première période (P1). 
(*) : Les valeurs suivies de la même lettre ne présentent pas de différence significative selon    
       le test de Newman – Keuls au seuil α = 5 % (Analyse ANOVA). 
 
 

  

 
 
   
              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3.21 : Gains obtenus des interactions entre les souches de Pseudomonas  
                       fluorescens (S20, CHAO et P64) et les souches de Rhizobium sp.                    
                       (R1 et R2), en deuxième période (P2).   
(*) : Les valeurs suivies de la même lettre ne présentent pas de différence significative selon    
       le test de Newman – Keuls au seuil α = 5 % (Analyse ANOVA). 
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3.1.8   Colonisation rhizosphérique 

          Les observations effectuées sur les fragments racinaires, après 72 heures 

d’incubation à 27°C, révèlent la présence de nombreuses colonies de 

Pseudomonas fluorescens autour de ces fragments (Figure 3.21). 

 

 
 
 
 
  
 
 
Figure 3.22 : Fragments des racines de fève bactérisés par Pseudomonas fluorescens   
                      après 72 heures d’incubation. 
 
          Sur la base des concentrations initiales apportées dans le sol, nous avons 

constaté pour les deux souches de Pseudomonas fluorescens (CHAO et P64), une 

nette évolution de leurs populations bactériennes avec des degrés de colonisation 

appréciables (Figure 3.22). En effet, nous avons noté des concentrations      

bactériennes très élevées, de l’ordre de 109 CFU/g de sol, par rapport à la                                                                                                                                                                                                

                                                           A                                                             B 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.23 : Boites présentant des colonies bactériennes sur le milieu King B après 24                           
                     heures d’incubation. 
                 A : boite contenant plus de 30 colonies. 
                 B : boite contenant moins de 600 colonies. 

concentration initialement introduite qui est de l’ordre de 107 CFU/g de sol. La plus 

forte progression (1.28 x 109 CFU/d de sol) a été obtenue avec la souche P64 

(Tableau 3.15, Figure 3.23).  
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Tableau 3.15 : La concentration finale des bactéries (CFU/g de sol) dans la rhizosphère de   
                      la fève. 

Traitements Concentration 
initiale (CFU/g) 

Concentration 
finale (CFU/g) Log CFU/g 

CHAO 107 9.07x108 8.95 

P64 107 1.28x109 9.10 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Figure 3.24: Evolution des populations bactériennes en fonction du temps dans la        
                     rhizosphère de la fève. 
 
 
 
3.1.9   Discussion  
          Dans notre étude, les effets de la coinoculation avec les souches de 

Pseudomonas fluorerscens et de Rhizobium sp. sur l’amélioration de la croissance 

végétale, la nodulation et la fixation d’azote ont été évalués. L’interaction des 

souches de Pseudomonas fluorerscens et de Rhizobium sp. a amélioré 

significativement le développement de la biomasse aérienne et racinaire, le nombre 

de nodules et la teneur en matière azotée totale. 

          Dans notre expérimentation, les effets de la biostimulation sont mieux 

perceptibles avec la souche P64 sur la plupart des paramètres de croissance, 
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surtout la hauteur des tiges où nous avons noté l’accroissement le plus rapide, le 

poids sec du système racinaire, la nodulation et la teneur en matière azotée. Les 

gains obtenus suite à la bactérisatiuon avec la souche CHAO sont moins importants 

et enregistrent même des taux d’inhibition.    

          En comparant la souche CHAO aux souches locales P64 et S20, nous avons 

noté des situations d’inhibition de la croissance exercées par cette souche. La 

souche CHAO, considérée comme souche modèle dans les expériences de ce 

genre, produit des métabolites certes bénéfiques, à l’exemple des acides 

organiques et des hormones de croissance telle que l’AIA [386], mais cette souche 

est incapable d’utiliser le précurseur de l’éthylène, l’acide 1-aminocyclopropane-1-

carboxylique (ACC), elle est donc dépourvu d’activité ACC désaminase qui peut 

diminuer la concentration de l’éthylène produit par la plante et permet l’élongation 

racinaire [159].    

          Dans les travaux réalisés par Chennaoui [33], il a été aussi signalé quelques 

cas d’inhibition de la croissance par la souche CHAO, comparée aux mêmes 

souches de Pseudomonas fluorescens utilisées dans notre travail. Par rapport aux 

souches isolées en Algérie, en l’occurrence P64 (isolée à Mitidja) et S20 (isolée à 

Ghardaïa), le problème de l’origine géographique peut être relaté, du moment que 

la souche CHAO est une souche de référence isolée en Suisse. En effet l’influence 

de l’origine écologique sur l’expression et la stabilité des effets bénéfiques des 

souches bactériennes a été signalée par plusieurs auteurs [387, 238], étant donné 

que les souches les plus performantes sont d’origine locale.         

           Dans des expériences en conditions contrôlées, la promotion des 

paramètres de croissance et de rendement de diverses plantes cultivées en 

réponse à l’inoculation avec des PGPR ont été rapportés [388, 389, 390]. 

 

          Plusieurs études ont montré que les PGPR peuvent exercer des effets 

bénéfiques sur différentes cultures d’intérêt agronomique telles que l’haricot [391], 

le coton [392], le soja, l’arachide [393] et le maïs [390]. L’inoculation des semences 

avec des Pseudomonas fluorescens a amélioré significativement la nodulation, la 

teneur en azote, la croissance et le rendement de plusieurs cultures [387, 389, 
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390].  

 

          La bactérisation avec les souches de Rhizobium sp. (R1 et R2) a montré des 

effets bénéfiques considérables sur la promotion de la croissance, notamment sur 

la nodulation et la fixation symbiotique de l’azote. Ces rhizobactéries génèrent la 

formation des nodules [283], permettant de fixer l’azote atmosphérique (N2) et le 

réduire en ammoniaque (NH4OH) assimilable par la plante [394]. De même, les 

Rhizobiums profitent de cette interaction par l’acquisition de molécules carbonées 

produites par la plante par voie de photosynthèse [395].  

 

          Des études récentes suggèrent que la combinaison des souches de 

Pseudomonas fluorerscens avec des Rhizobiums sp. pourrait être plus efficace que 

l’application de ces souches indépendamment [396]. Plusieurs études ont été 

réalisées sur la pratique de la coinoculation des légumineuses par les PGPR        

[397,  398, 399, 400], dans la pluparts des cas, aucun effet négatif de l’interaction       

PGPR-Rhizobium symbiotique sur la croissance des plantes n’a été rapporté. 

 

          L’effet de la coinoculation avec des souches de Pseudomonas fluorerscens 

sur les performances symbiotiques des rhizobia nodulatrices est fortement influencé 

par les caractéristiques génétiques des associés symbiotiques, la spécificité et la 

compatibilité avec la plante hôte, ainsi que les conditions de culture [401, 402, 403] 

 

          La coinoculation avec des souches de Pseudomonas fluorerscens et de 

Rhizobium sp. a influencé positivement les paramètres de croissance des plantes, 

la nodulation, l’activité de nitrogénase, l’assimilation de l’azote et du phosphore, 

ainsi que la teneur du sol en phosphore assimilable. La possibilité de produire un 

inoculant commun  contenant un mélange d’un PGPR (Pseudomonas Kb-133), et 

des espèces de Rhizobium efficaces pour la nodulation et le rendement de l’haricot 

à graines noires, a été récemment démontrée [16, 17]. 

 

            La biostimulation de la levée peut être expliquée par une amélioration des 

potentialités physiologiques des semences en les prédisposant à une meilleure 

adaptation et en induisant une germination rapide. L’activité  bactérienne autour des 
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semences peut créer des conditions favorisant la germination. Il a été démontré par 

Latour et al. [22] que  l’analyse de distribution des isolats bactriens en fonction de 

leur origine a fournit l’évidence que la plante a une influence sélective sur les 

populations des souches de Pseudomonas fluorescens. Ces dernières diffèrent 

d’un sol non cultivé à l’autre et d’une rhizosphère à l’autre selon l’espèce végétale.  

           La coinoculation avec  Pseudomonas fluorescens 2137  a augmenté la 

colonisation de Bradyrhizobium japonicum sur les racines de soja ainsi que le 

nombre de nodules produit, tandis que la coinoculation avec  Pseudomonas 

fluorescens  WCS365 avait des effets opposés [404]. La même étude suggère 

également que la colonisation des  racines par Pseudomonas fluorescens 2137 

pourrait augmenter la nodulation par le dégagement des substances de croissance 

qui stimulent l’infection par  Bradyrhizobium japonicum.  

 

           La stimulation de la croissance et de la nodulation a été également rapportée 

chez le pois chiche (arietinum de cicer), en utilisant des souches de Pseudomonas 

qui sont antagonistes aux champignons  phytopathogènes (Aspergillus sp., 

Fusarium oxysporum,Pythium aphanidrematum et  Rhizoctonia solani) en 

coinoculation avec Mesorhizobium [405]. Ceci a eu comme conséquence la 

formation de 68 à 115% de nodules supplémentaires, comparée à l'inoculation 

simple par Mesorhizobium. L'effet bénéfique sur la matière sèche de pousse a été 

traduit par  la production d’HCN par les souches de Pseudomonas [405]. 

          L’étude menée par Buddrus et al. [406] a mis en évidence les possibilités de 

retrouver des Pseudomonas spp. fluorescents dans toutes les parties racinaires, 

particulièrement dans la zone du chevelu racinaire et dans les cellules corticales 

des racines (endophytiques). 

          Dans notre étude, nous avons noté des gains significatifs, permettant de dire 

que les souches de  Pseudomonas fluorescens étudiées présentent une adaptation 

par une bonne colonisation racinaire. Il semble que l'adhésion des bactéries à la 

racine, en leur conférant un avantage sélectif, constitue une composante importante 

de la colonisation racinaire. Par ailleurs l'utilisation de souches aptes à coloniser 

l'endorhizosphère de la plante pourrait permettre de maintenir la densité des 

bactéries pendant une période plus longue [407, 408, 409]. 



75 

 

          L’adhérence de ces rhizobactéries s’explique par la présence des pili qui 

facilitent leur déplacement [410]. Simons et al. [411], démontrent l’inefficacité de la 

colonisation rhizosphérique en utilisant des mutants non mobiles de Pseudomonas 

putica WCS 358.  
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3.2   Essai de phytostimulation en plein champs 
3.2.1   Partie aérienne    
• Poids frais et poids sec de la partie aérienne 

          Selon les résultats obtenus, la différence est significative entre les traitements 

étudiés pour le poids frais de la partie aérienne. La meilleure performance (31.96 g) 

a été enregistrée chez les plants bactérisés par l’interaction des souches P64-R2, 

par rapport au témoin qui n’a enregistré que 16.62 g (Tableau 3.16). 

          L’analyse de la variance ne montre aucune différence significative entre les 

traitements étudiés et le témoin pour le poids sec de la partie aérienne       

(Appendice D).   
  Tableau 3.16 : Poids frais et poids sec (g) de la partie aérienne. 

 Témoin R1 R2 S20 CHAO P64 
R1 R2 R1 R2 R1 R2 

Poids frais 
 

 
16.62 

± 
7.32* 
(b)** 

 
22.51 

± 
3.07 
(ab) 

 
21.13 

± 
1.75 
(ab) 

 
19.46 

± 
3.83 
(ab) 

 
22.50 

± 
0.71 
(ab) 

 
26.09 

± 
5.61 
(ab) 

 
27.26 

± 
3.15 
(ab) 

 
25.20 

± 
0.53 
(ab) 

 
31.96 

± 
7.78 
(a) 

 

Poids sec 
 

 
3.31 
± 

0.67 
 
 

 
3.40 
± 

0.41 
 
 

 
4.46 
± 

0.92 
 
 

 
3.72 
± 

1.12 
 
 

 
5.01 
± 

1.56 
 
 

 
5.06 
± 

1.64 
 
 

 
4.36 
± 

0.16 
 
 

 
5.07 
± 

0.89 
 
 

 
3.97 
± 

0.00 

(*) : Ecarts types issus des quinze répétitions. 
(**) : Les valeurs suivies de la même lettre ne présentent pas de différence significative selon le test  
        de Newman – Keuls à α = 5 % (Analyse ANOVA). 
 
 

3.2.2   Partie racinaire    

 

• Longueur des racines  
          Les plants bactérisés par l’interaction des souches  P64-R2 ont enregistré la  

meilleure performance (13.93 cm) en longueur racinaire, comparativement à un 

témoin qui a enregistré 9.38 cm (Tableau 3.17). 

 

• Poids frais et poids sec de la partie racinaire 
Les résultats obtenus pour le poids frais et le poids sec  de la partie racinaire, ne 

révèlent pas de différences significatives entre les traitements étudiés             

(Tableau 3.17). 
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Tableau 3.17 : Longueur des racines, poids frais et poids sec de la partie racinaire. 

 Témoin R1 R2 S20 CHAO P64 
 R1 R2 R1 R2 R1  R2 

Longueur 
 

 
9.38 
± 

1.11* 
(d)** 

 
10.33 

± 
3.61 
(bcd) 

 
9.67 
± 

1.14 
(cd) 

 
12.07 

± 
0.93 

(abcd) 

 
12.20 

± 
0.61 

(abcd) 

 
12.47 

± 
0.92 

(abcd) 

 
12.60 

± 
0.88 
(abc) 

 
13.20 

± 
1.11 
(ab) 

 
13.93 

± 
0.31 
(a) 

 

 
Poids frais 

 

 
2.59 
± 

0.43 
 

 
2.96 
± 

0.27 

 
3.36 
± 

1.13 

 
2.57 
± 

0.48 

 
3.30 
± 

0.34 

 
2.87 
± 

0.57 

 
3.67 
± 

0.27 

 
4.31 
± 

0.68 

 
4.49 
± 

0.68 

Poids sec 
 

 
0.59 
± 

0.26 
 

 
0.57 
± 

0.08 
 

 
0.52 
± 

0.18 
 

 
0.41 
± 

0.05 
 

 
0.53 
± 

0.04 
 

 
0.57 
± 

0.02 
 

 
0.62 
± 

0.10 
 

 
0.55 
± 

0.02 
 

 
0.41 
± 

0.13 

(*) : Ecarts types issus des quinze répétitions. 
(**) : Les valeurs suivies de la même lettre ne présentent pas de différence significative selon le test  
        de Newman – Keuls à α = 5 % (Analyse ANOVA). 
 
 

3.2.3   Nombre de nodules 

          Au terme de notre expérimentation, le nombre de nodules comptabilisé chez 

les différents traitements révèle une meilleure nodulation chez les plants bactérisés 

par rapport aux témoins. La valeur maximale en nombre de nodules (50.60 

nodules) a été obtenue chez les plants bactérisés avec l’interaction P64-R1. La 

bactérisation avec la combinaison P64-R2 a induit aussi, un bon niveau de 

nodulation, de l’ordre de 43.80 nodules, relativement au témoin qui n’est que de  

17.53 nodules         (Figure 3.24, Tableau 3.18).    

 

3.2.4   Teneur en matière azotée totale (MAT %) 

          Les résultats obtenus d’après le dosage de la matière azotée totale, révèlent 

une meilleure teneur en azote chez les traitements bactérisés par la souche P64      

en interaction avec la souche R2 (23.19 %), alors que le témoin n’a enregistré que 

13.53 % (Tableau 3.19).         
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Figure 3.25 : Nodules sur les racines des plants de fève bactérisés par l’interaction                
                       P64-R1. 
 

 
 

 

 

 
 

 

Tableau 3.18 : Nombre de nodules. 

 Témoin R1 R2 S20 CHAO P64 
R1 R2 R1 R2 R1 R2 

Nombre  
de nodules 

 

 
17.53 

± 
2.24* 
(e)** 

 
22.13 

± 
2.69 
(de) 

 
35.80 

± 
9.61 
(bcd) 

 
29.27 

± 
4.54 
(cde) 

 
40.13 

± 
5.53 
(abc) 

 
26.20 

± 
4.24 
(cde) 

 
32.20 

± 
1.89 
(bcd) 

 
50.60 

± 
4.62 
(a) 

 
43.80 

± 
10.41 
(ab) 

 

(*) : Ecarts types issus des quinze répétitions. 
(**) : Les valeurs suivies de la même lettre ne présentent pas de différence significative selon le test  
        de Newman – Keuls à α = 5 % (Analyse ANOVA). 
 
. 
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Tableau 3.19 : Teneur en matière azotée totale (MAT %). 

 Témoin R1 R2 S20 CHAO P64 
R1 R2 R1 R2 R1 R2 

Teneur 
en azote 

 

 
13.53 

± 
0.89* 
(d)** 

 
19.09 

± 
0.49 
(b) 

 
20.29 

± 
0.79 
(b) 

 
14.96 

± 
1.60 
(cd) 

 
15.52 

± 
2.08 
(cd) 

 
19.72 

± 
0.36 
(b) 

 
20.89 

± 
0.17 
(ab) 

 
17.91 

± 
0.44 
(ab) 

 
23.19 

± 
0.73 
(a) 

 

(*) : Ecarts types issus des quinze répétitions. 
(**) : Les valeurs suivies de la même lettre ne présentent pas de différence significative selon le test   
        de Newman – Keuls à α = 5 % (Analyse ANOVA). 
 
3.2.5   Estimation des gains 
3.2.5.1   Paramètres de croissance 
          L’interaction des souches de Pseudomonas fluorescens avec les souches de 

Rhizobium sp. a influencé positivement la biostimulation de la croissance des plants 

cultivés en plein champs.  

          En effet, la bactérisation des plants avec la souche P64 a révélé des taux 

plus ou moins appréciables au niveau des différents paramètres étudiés, 

particulièrement en interaction avec la souche R2 de Rhizobium, où elle a induit des 

gains, en poids frais de la partie aérienne de 92.29 %, et en longueur racinaire de 

48.5 %. Il est a noter un taux d’inhibition de  -30.5 % en poids sec de la partie 

racinaire (Figure 3.25).     

 

3.2.5.2   Nombre de nodules 

          L’effet de l’interaction a été constaté également sur le nombre de nodules 

produit par les plants bactérisés, où nous avons obtenus d’importants gains chez 

les plants traités par la souche P64, avec 188.64 % et de 149.85 % en interaction 

respectivement avec les souches R1 et R2 de Rhizobium (Figure 3.26).         
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Figure 3.26 : Gains obtenus des interactions entre les souches de Pseudomonas  
                       fluorescens (S20, CHAO et P64) et les souches de Rhizobium sp.                              
                       (R2et R2).                
(*) : Les valeurs suivies de la même lettre ne présentent pas de différence significative selon    
       le test de Newman – Keuls au seuil α = 5 % (Analyse ANOVA). 
LR : Longueur racinaire.                                                PFPA : Poids frais de la partie aérienne.                    
PFPR : Poids sec de la partie aérienne.                        PFPR : Poids frais de la partie racinaire.          
PSPA : Poids sec de la partie racinaire. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3.27 : Gains obtenus des interactions entre les souches de Pseudomonas  
                       fluorescens (S20, CHAO et P64) et les souches de Rhizobium sp.                    
                       (R1 et R2).   
(*) : Les valeurs suivies de la même lettre ne présentent pas de différence significative selon    
       le test de Newman – Keuls au seuil α = 5 % (Analyse ANOVA). 
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3.2.5.3   Teneur en matière azotée totale 
          Les meilleures  teneurs en azote ont été obtenues par l’interaction de la 

souche P64 avec la souche R2 avec un gain de 71.39 % par rapport aux témoins 

(Figure 3.27).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3.28 : Gains obtenus des interactions entre les souches de Pseudomonas  
                       fluorescens (S20, CHAO et P64) et les souches de Rhizobium sp.                    
                       (R1 et R2).   
(*) : Les valeurs suivies de la même lettre ne présentent pas de différence significative selon    
        le test de Newman – Keuls au seuil α = 5 % (Analyse ANOVA). 
 
 
 
 
 
3.2.6   Discussion 
          D’après Bai et al. [412] et dans le but de la sélection des souches 

bactériennes favorisant la croissance des plantes, les évaluations finales doivent 

être faites sur le terrain. L’environnement de champ est généralement beaucoup 

plus stressant, et les conditions sur le terrain sont plus complexes que celles dans 

un environnement contrôlé. Ainsi, les résultats obtenus, en expérience sous serre, 

ne reflètent pas nécessairement le potentiel pour la promotion de croissance des 

plantes sur le terrain. 

 

          Pour notre étude, la coinoculation de la fève avec des souches de 

Pseudomonas fluorescens et de Rhizobium sp. a provoqué une augmentation 

importante de la croissance des semis en serre, ce qui a nécessité une analyse des 

taux relatifs de croissance pour évaluer la performance des semis au champ. 
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L’interaction des souches a augmenté considérablement la croissance des tiges et 

des racines, la nodulation, ainsi que la fixation d’azote, la réaction de la croissance 

était spécifique selon les interactions étudiées. 

 

          D’après nos résultats, la coinoculation en plein champ  avec les différentes 

souches bactériennes a enregistré des gains considérables par rapport aux témoins 

non bactérisés, ces gains sont moins importants comparativement à ceux 

enregistrés  suite à l’inoculation sous serre. Cependant, nous avons obtenu en 

général des gains considérables en teneur en matière azotée totale chez les 

plantes cultivées sur terrain. Ces gains sont plus importants que ceux enregistrés 

dans l’expérimentation sous serre, malgré le plus grand nombre de nodules 

produits dans cet essai. Ceci peut être expliqué par la disponibilité et la forte teneur 

en azote atmosphérique en plein champ que sous serre. 

 

          Dans des expériences sur terrain, la coinoculation avec Pseudomonas 

fluorescens a amélioré significativement la croissance et le rendement des cultures 

telles que le blé [413,  414], le maïs [415], le soja [416] et la betterave sucrière 

[417]. Une telle amélioration des paramètres de croissance due à l’inoculation des 

rhizobactéries (PGPR), peut être attribuée à l’augmentation de la fixation d’azote, la 

production des hormones de croissance, la solubilisation du phosphore, l’oxydation 

du sulfure, l’augmentation de la disponibilité de nitrates, la production extracellulaire 

d’antibiotiques, d’enzymes lytiques, d’acide hydrocyanique, l’amélioration de la 

perméabilité racinaire, la compétition pour les nutriments et l’induction de la 

résistance systémique [418, 19, 419]. 

 

          Il a été rapporté que la capacité des plantes à produire les phytohormones 

dont elles ont besoin pour leur croissance peut être empêchée, particulièrement 

sous des conditions environnementales stressantes (plein champ), dans telles 

conditions, les plantes dépendent des sources exogènes telles que les 

phytohormones produites par les rhizobactéries bénéfiques (PGPR) [420]. 

 

          L’inoculation des plantes avec quelques souches  de Pseudomonas 

fluorescens a eu un effet plus stimulant sur la croissance des plantes dans un sol 
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non stérile. Abbass et Okon [421] ont présumé que l’AIA et d’autres phytohormones 

étaient responsables d’une augmentation de la croissance du canola, de la tomate 

et du blé dans un sol non stérile inoculé avec des souches PGPR. Les auxines 

produites par ces rhizobactéries peuvent influencer la croissance des plantes, y 

compris le développement racinaire qui améliore l’absorption d’éléments nutritifs, en 

augmentant de ce fait la croissance des plantes [422]. Ceci peut impliquer que ces 

rhizobactéries ont eu une capacité plus concurrentielle de survivre et d’affecter la 

croissance des plantes inoculées en présence d’une microflore indigène [423]. 

 

          Kumar et al. [424] ont montré par des études sur terrain que la coinoculation 

du pois avec des souches de Pseudomonas fluorescens et des souches de 

Rhizobium a provoqué une  réduction de nombre de pois infectés par Fusarium 

oxysporum cultivés dans des sols infestés, et une amélioration de la croissance des 

plantes en terme de taille de pousses et de poids sec. 

          Le mécanisme de promotion de la croissance sur le pois a été étudié en 

utilisant le 2.4-diacetylphloroglucinol (DAPG) produit par Pseudomonas fluorescens  

et son négatif mutant [425]. Des concentrations élevées de DAPG dans la  

rhizosphère de pois, suggèrent que ce dernier puisse agir en tant qu'une hormone 

induisant des changements morphologiques sur la plante et qui  peut mener à 

l'infection et à la nodulation par Rhizobium. D’autres travaux ont noté également 

que l’introduction d’une souche productrice de DAPG dans la rhizosphère de la 

betterave sucrière cause un changement dans la population de Pseudomonas 

fluorescens indigènes. Ce changement se traduit par une augmentation de la 

population capable d’assimiler le tryptophane, l’érythritol et l’adonitol, alors que ces 

trois composés ne sont pas assimilés par l’inoculant. Plus encore, ce changement 

se fait seulement au niveau du rhizoplan et n’affecte pas les proportions relatives 

des différents groupes phylogénétiques [426].  

 

          Un faible taux de nodulation et une réponse variable à l’inoculation sont 

principalement attribués aux caractéristiques intrinsèques de la plante hôte, ainsi 

qu’à la grande sensibilité à d’autres facteurs limitant la nodulation tels que les taux 

élevés d’engrais azotés utilisés dans l’agriculture intensive, les températures 

élevées et la sècheresse du sol [82, 415]. 
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          La fixation de l’azote atmosphérique peut fortement influencer la croissance 

de la partie aérienne des légumineuses. L’inoculation avec des Pseudomonas 

fluorescens a augmenté significativement le nombre de nodules. Les 

exopolysaccharides sont connus par leur influence sur l’infection racinaire et la 

nodulation [229].                 

           

          La croissance et l’activité métabolique des Pseudomonas fluorescens  est 

plus forte et peut être maintenue pour un plus longtemps dans la rhizosphère que 

dans le sol environnent [427, 428]. La colonisation de la flore bactérienne dépend 

de plusieurs caractéristiques tels que la texture du sol, le pH de la rhizosphère, 

l’écoulement de l’eau dans le sol, l’espèce végétale et le génotype de la plante 

[429, 430,  22, 431]. 

 

          Quelques souches isolées de certaines cultures particulières montrent une 

certaine variation dans l’activité de la promotion de croissance avec d’autres 

légumineuses, qui peut être dû à différents potentiels de colonisation [432], a leur 

réponse à la composition d’exsudats racinaires [433], et à la variation des 

températures saisonnières [434].  

 

          Pour avoir une efficacité des PGPR sur le champ, les colonies bactériennes 

doivent s’établir dans la rhizosphère avec des densités de population suffisantes 

pour produire un effet bénéfique. Ainsi, des échecs dans des études précédentes 

de promotion de la croissance ont été souvent corrélés en raison de faibles 

colonisations racinaires [13]. 

 

          D’après Shishido et Chamvay [435], l’évaluation de la colonisation des 

racines par les PGPR a montré que les chutes de populations bactériennes 

n’étaient pas reliées à la variabilité de la réaction de croissance au champ. Leurs 

résultats indiquent qu’une fois que la stimulation de la croissance a été induite en 

serre, le taux relatif de croissance des semis peut augmenter de plus de 100% au 

champ. 
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3.3   Comparaison de la phytostimulation sous serre et en plein champ  
 
          L’inoculation des plants de fève avec les souches de Rhizobium sp.              

(R1 et R2), et les souches de Pseudomonas fluorescens (S20, CHAO,  et P64), 

ainsi que la coinoculation avec l’interaction des différentes souches, ont influencé 

considérablement les paramètres de croissance végétale, le nombre de nodules 

produits sur les racines, ainsi que la teneur en matière azotée totale de la biomasse 

aérienne des plants cultivés sous serre et en plain champ (Tableau 3.20). 

 

• Partie aérienne 
          La comparaison des résultats, nous a permis de constater que les meilleures 

performances pour la croissance de la biomasse aérienne, ont été enregistrées 

chez la souche P64 de Pseudomonas fluorescens, notamment en interaction avec 

la souche R2 de Rhizobium sp. 

 

          Les  résultats obtenus pour le poids frais des plants cultivés en plein champ, 

sont plus importants que ceux enregistrés sous serre, où nous avons obtenus des 

gains très appréciables allant jusqu’à 98 % enregistrés chez les plants inoculés par 

l’interaction P64-R2. Pour les plants cultivés sous serre, les résultats montrent que 

la meilleure performance a été enregistrée chez la souche R1 (16.91 %) et chez 

l’interaction P64-R2 (14.52 %). Quelques cas d’inhibition ont été révélé chez les 

plants bactérisés par les interactions S20-R2 et CHAO-R2.  

 

          En ce qui concerne le poids sec, l’interaction P64-R2 a enregistré la meilleure 

performance avec un gain de 44.70 % chez les plants sous serre, tandis que le 

meilleur taux en plein champ a été enregistré chez l’interaction P64-R1, avec une 

valeur supérieure de 53.17 %.    

          

•   Partie racinaire 
         L’interaction P64-R2 a induit les meilleures performances en longueur 

racinaire des plants cultivés en plein champ, avec un gain de 48.05 %. Pour les 

plants cultivés en pots (sous serre), la plupart des traitements étudiés ont présenté 

des taux d’inhibition de la longueur racinaire avec un maximum de -8.30 % chez 

l’interaction CHAO-R2. Le meilleur gain (22.26 %) a été obtenu par la souche R1.  
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          La même constatation a été observée pour le poids frais des racines, où la 

majorité des traitements sous serre ont provoqué des taux d’inhibition allant de            

-0.78 % jusqu’à -17.97 %. Tandis qu’un maximum de gain a été induit par 

l’interaction P64-R2 avec  27.12 %. Des gains plus importants et plus élevés ont été 

obtenus en plein champs, avec une valeur maximale de 73.35 % enregistrée au 

niveau de l’interaction P64-R2. 

 

          Concernant le poids sec, des taux de gain très appréciables obtenus par les 

traitements appliqués sous serre, allant jusqu’à 276.31 % chez la combinaison                

CHAO-R1. Pour les plants cultivés en plein champ, nous avons noté des taux 

d’inhibition chez la plupart des traitements, allant jusqu’à -30.5 % chez les 

interactions S20-R1 et P64-R2. Le maximum de gain (37.28 %) a été enregistré 

chez la souche S20.  

• Nombre de nodules et teneur en matière azotée totale 
          L’effet de la souche P64 a été également constaté sur le nombre de nodules 

produit par les plants bactérisés sous serre et en plein champ, où nous avons 

obtenus d’importants gains en interaction avec la souche R2 (163.41 %)  pour les 

plants sous serre, et en interaction avec la souche R1 (188.64 %) pour les plants de 

champ. 

 

          Les meilleures teneurs de la biomasse aérienne en matière azotée totale, 

pour les deux essais, ont été obtenues par les plants bactérisés par la souche P64 

avec des gains de 21.86 % et 62.23 % respectivement pour les plants sous serre et 

en plein champ. Ces gains augmentent considérablement  lors de l’interaction de 

cette souche avec la souche R2 de Rhizobium, pour enregistrer des gains de 43.65 

%     et 71.39 % respectivement sous serre et en plein champ.  

          Il est à noter que malgré le nombre le plus élevé de nodules produits par les 

plants bactérisés sous serre par rapport au champ, avec la plupart des souches et 

des combinaisons bactériennes, la teneur en matière azotée est plus forte chez les 

plants cultivés en plein champ.                      
Tableau 3.20 : Taux d’inhibition ou de gains (%) en paramètres de croissance et en   
                        nodulation des plants sous serre et en plein champs.    
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R1 

Sous serre 16.91 20.13 22.26 -3.48 231.17 87.61 9.71 

Plein champs 35.43 2.71 10.12 14.28 -3.39 26.24 41.09 

 
R2 

Sous serre 5.07 22.18 4.69 -3.70 234.21 156.94 4.45 

Plein champs 27.13 34.74 3.09 29.72 -11.86 104.23 49.96 

 
S20 

Sous serre 6.32 18.08 -0.14 -6.75 47.36 40.81 -1.55 

Plein champs 10.89 11.17 13.75 35.52 37.28 54.42 26.68 

 
CHAO 

Sous serre 1.69 22.86 -5.00 -2.83 89.47 113.51 -2.42 

Plein champs 23.10 48.03 32.19 41.31 6.77 87.84 12.93 

 
P64 

Sous serre 3.39 15.69 -4.32 -17.97 128.94 129.24 21.86 

Plein champs 39.83 43.08 28.67 43.24 5.08 113.34 62.23 

 
S20-R1 

Sous serre 9.21 18.77 6.11 -11.87 134.21 94.63 9.78 

Plein champs 17.08 12.38 28.67 -0.78 -30.5 66.97 10.56 

 
S20-R2 

Sous serre -1.28 6.48 6.39 18.08 65.78 141.33 -0.20 

Plein champs 35.37 51.35 30.06 27.41 -10.16 128.92 14.7 

 
CHAO-R1 

Sous serre 6.05 19.45 -2.04 -10.56 276.31 81.57 0.80 

Plein champs 56.97 52.87 32.94 10.81 -3.39 49.45 45.75 

 
CHAO-R2 

Sous serre -1.13 10.23 -8.30 -16.33 155.26 124.07 28.34 

Plein champs 64.01 31.72 34.32 41.69 5.08 83.68 58.75 

 
P64-R1 

Sous serre 3.87 22.86 -0.14 -1.52 160.52 139.10 20.65 

Plein champs 51.62 53.17 40.72 66.04 -6.78 188.64 54.39 

 
P64-R2 

Sous serre 14.52 44.70 4.28 27.12 247.36 163.41 43.65 

Plein champs 92.29 19.93 48.05 73.35 -30.5 149.85 71.39 
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3.4   Discussion générale 

          Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR) est un groupe 

de bactéries qui colonisent activement les racines des plantes, en améliorant la 

croissance et en augmentant le rendement de ces dernières [436].            

L’exploitation de ces souches constitue une alternative intéressante pour améliorer 

la croissance, le  développement  et  la  production  de  plusieurs  espèces végétales 

notamment en conditions contrôlées [377, 437, 438, 404, 23, 25, 439, 27, 28, 406, 

30, 32, 33]. 

          Les mécanismes par lesquels les PGPR favorisent la croissance des plantes 

ne sont pas entièrement compris, mais ils incluent la capacité de produire les 

phytohormones [415, 390], la fixation non symbiotique d’azote [440, 414], le 

biocontrôle des microorganismes phytopathogènes par la production de 

sidérophores, la synthèse des antibiotiques, des enzymes et de composés 

fongicides [441, 442, 443] et la solubilisation des phosphates minéraux et d’autres 

éléments nutritifs [444]. En outre le traitement avec les PGPR peut induire la 

résistance systémique des plantes contre un large éventail de maladies provoquées 

par des virus, des bactéries, des champignons, et même des insectes, en 

sensibilisant les plantes pour se défendre contre l’attaque de ces phytopathogènes 

[445, 446].   

  

          La coinoculation avec des souches de Pseudomonas fluorescens et de 

Rhizobium sp. a influencé considérablement la croissance des plantes, le nombre 

de nodules produit, et la fixation de l’azote atmosphérique sous des conditions 

contrôlées en serre, et non contrôlées en plein champ. Khalid et al. [423] ont montré 

que les réponses de la croissance des plantes à l’inoculation avec des 

rhizobactéries dépendent du génotype végétal, des souches de PGPR, et des 

conditions environnementales. 

          Le développement de la biomasse aérienne et racinaire peut être attribué à la 

capacité de quelques souches PGPR à la solubilisation du phosphate et la 

production des substances de croissance telles que les auxines et les cytokinines. 

          En effet, plusieurs études ont démontré la capacité des Pseudomonas spp. 

fluorescents  à la  solubilisation du  phosphate  inorganique et à la minéralisation du 

phosphate organique grâce à des phosphatases [447, 448, 449]. 10Chabot et al. 
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[450] ont attribué une croissance positive du maïs inoculé avec des Pseudomonas 

capables de solubiliser le phosphore organique. La solubilisation du phosphore 

présente un autre facteur d’augmentation du nombre de nodules ainsi que de la 

fixation d’azote [451], Toro et al. [452] ont démontré que grâce à l’azote enrichi 

(N15), le processus de nodulation et de fixation d’azote augmente dans les plants de 

la luzerne en parallèle avec l’augmentation du phosphate dans les tissus. 

          Le rôle des phytohormones comme les auxines et les cytokinines dans 

l’activation de la division cellulaire et le développement racinaire a été rapporté 

[453]. Les Pseudomonas spp. fluorescents  stimulent la croissance végétale par la 

production des substances de croissance comme l’acide indole-acétique [393], et 

les cytokinines [454]. 

          Plusieurs études ont observé l’inhibition du processus de nodulation ou de 

diminution du nombre de nodules par l’éthylène sur différentes cultures de 

légumineuses comme le soja, l’haricot, le pois et le trèfle [455, 456, 457]. Les 

Pseudomonas fluorescens abaissent les niveaux d’éthylène dans la racine grâce à 

l’enzyme ACC deaminase (1-aminocyclopropane-1-Acide carboxylique, précurseur 

de l’éthylène) qui réduit l’association racine-molécule ACC, toute en favorisant 

l’élongation des racines [458, 459, 58, 460, 455]. 

          Les niveaux de l'ion ferrique à pH  neutre  dans les conditions d’aérobies sont 

moins de 10-17 M [461], la plupart des micro-organismes répondent à ce stress en 

produisant des transporteurs de fer appelés les sidérophores. Kloepper et al. [134] 

attribuent à ces sidérophores un rôle d’intermédiaire dans la mobilisation du fer 

dans la rhizosphère. Les  pyoverdines  chélatent le Fe3+  avec une grande 

spécificité et servent de transporteurs de l’ion Fe3+ à l’intérieur de la cellule 

microbienne [462, 463, 464]. Ces caractéristiques expliquent en grande partie 

l’aptitude aux Pseudomonas fluorescents à s’installer en nombre et durablement sur 

et à proximité des racines [465]. Il a été démontré que l’intensité de la synthèse des 

sidérophores varie selon les souches de Pseudomonas fluorescents [128], et que 

l’affinité pour le fer des sidérophores dépend de leur structure chimique [466, 467, 

468].   

 

          Les Pyoverdines chélatent efficacement le fer, le rendant moins disponible 

aux phytopathogènes, et de ce fait, favorisant la croissance des plantes. L'évidence 
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génétique qui soutient l'hypothèse que les pyoverdines sont impliqués dans la 

stimulation de la croissance  est venue des résultats des expériences dans 

lesquelles les mutants pyoverdine-négatifs ont perdu la capacité de favoriser la 

croissance des plantes [167, 469]. Vansuyt et al. [470] ont montré que les 

pyoverdines  produits par les Pseudomonas spp. fluorescents contribuent de façon 

active à l’acquisition du fer par les plantes dicotylédones, et que ces pyoverdines 

sont capables d’extraire le fer des structures minérales des sols. Il a de plus été 

montré que les pyoverdines de certaines souches  pouvaient être utilisés par la 

plante pour sa nutrition en fer [470]. Ces souches bactériennes possèdent en outre 

un système de sécrétion de type III (T3SS), système connu pour permettre une 

interaction cellulaire directe entre la plante et la bactérie [471]. Des essais 

préliminaires ont montré que la teneur en fer de l'environnement peut influencer 

l'effet de la bactérie sur la croissance et la santé de la plante en relation avec la 

synthèse de sidérophores. 

 

          L’efficacité des effets bénéfiques des Pseudomonas fluorescens dans le 

champ, dépend d’une colonisation racinaire réussie qui nécessite une bonne 

compréhension de la localisation, de l’organisation, de l’activité et de la viabilité des 

colonies bactériennes dans la rhizosphère le long de la racine [472]. Plusieurs 

facteurs biotiques et abiotiques contribuent au processus de la colonisation par les 

Pseudomonas dans la rhizosphère. Ces facteurs s’étendent du type et de la 

quantité des exsudats racinaires produits par les plantes, et la capacité des 

bactéries d’utiliser ces sources pour leur mobilité [473]. Le type et la quantité 

d’exsudats racinaires sont influencés par l’espèce et l’âge de la plante, la zone 

d’excrétion [472], ainsi que les conditions environnementales [474]. Ceci peut 

supprimer ou stimuler la croissance de certaines bactéries, influencer la 

composition bactérienne en espèce, aussi bien que la proportion de cellules viables 

et mortes [56, 472]. 

 

          Selon le type d’exsudats et la zone d’excrétion, Dandurant et al. [475], ont 

observé la formation des colonies bactériennes sur les racines du pois après 

inoculation avec Pseudomonas fluorescens 2-79RN10 et Pseudomonas 

fluorescens 2-79B44. Les colonies ont été localisées uniformément sur la longueur 
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des parois cellulaires de la racine, bien que la densité bactérienne diminuée vers le 

bout, jusqu’à absence des bactéries au bout de la racine.   

   

          Bloemberg et Lugtenberg [13] ont montré que la compétition et le potentiel de 

colonisation sont liés à des gènes qui sont impliqués dans la colonisation 

rhizosphérique. Rainey [476] a décrit une méthode qui a permet l’isolement des 

gènes de Pseudomonas fluorescens qui ont montré des niveaux élevés de 

l’expression dans la rhizosphère. Cette méthode a identifié 20 gènes qui ont été 

induit dans la colonisation rhizosphérique. Quatorze gènes ont montré une 

homologie significative, ils sont impliqués dans l’acquisition des éléments nutritifs et 

la réponse aux différents stress, six gènes n’ont montré aucune homologie, et sept 

gènes de l’induction rhizosphérique (rhi) ont une homologie pour connaitre les 

gènes non-Pseudomonas. La grande capacité de quelques souches de 

Pseudomonas fluorescens à coloniser la rhizosphère des plantes, a permet son 

utilisation dans la rhizoremediation [477]. 

 

          Chin-A-Woeng et al. [174] ont observé que la capacité de colonisation 

racinaire de certains PGPR est liée au mécanisme impliqué dans le biocontrôle. Le 

mécanisme d’antibiose exige une colonisation approprié de la souche impliquée, 

alors que pour le mécanisme de la résistance induite, un petit nombre de cellules 

bactériennes pendent une période limitée, peut être suffisant pour obtenir une 

réponse positive de la plante hôte.       

 

          Les modes d'inoculation des PGPR et de Rhizobium  peuvent avoir comme 

conséquence des effets variables sur la croissance des légumineuses, ceci peut 

dépendre de la phase du processus modifié par PGPR : infection, nodulation ou 

fixation de l'azote. Ceci a été conclu des résultats prouvant que les souches  de 

PGPR (P. fluorescens, Chryseobacterium balusim et Serratia fonticola) et 

Sinorhizobium fredii  ont donné les augmentations les plus significatives sur la 

croissance et le rendement  des  plantes quand elles étaient inoculé à différentes 

heures (PGPR ou S. fredii  d'abord), l'inoculation au même temps  n'a eu aucun 

effet, ceci est probablement dû à la concurrence entre les souches de PGPR et le 

S. fredii  [400].  
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          Les résultats de cette étude suggèrent que la sélection simultanée des 

rhizobactéries promotrices de la croissance et de rendement en expérience sous 

serre et en plein champ peut être un bon outil de choix de PGPR efficaces, pour 

des applications biotechnologiques (biofertilisants).   
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CONCLUSION 
 
          Notre travail sur l’étude des effets bénéfiques de quelques souches de 

Pseudomonas fluorescens a mis en évidence leurs potentialités dans la stimulation 

de la croissance végétale et de la nodulation, en interaction avec les souches de 

Rhizobium. Des taux de phytostimulation ont atteint des seuils de 50 %, d’où le 

potentiel phytostimulateur des souches bactériennes sélectionnées. 

 

          La phytostimulation exercée par les souches de Pseudomonas fluorescens 

(S20, CHAO, P64) chez la fève s’est traduite par un raccourcissement dans le 

temps d’émergence des plantules, notamment en interaction avec la souche P64, 

en plus d’une amélioration de la phytomasse aérienne et racinaire. 

 

          L’impact de l’interaction des souches de Pseudomonas fluorescens et de 

Rhizobium sur la stimulation de la nodulation, chez les plantules de fève, a été plus 

accentué avec l’interaction P64-R2. Des gains très appréciables, en nombre de 

nodules dépassant le taux de 150 %, ainsi que des gains en matières azotées 

totales atteignant 70 %. 

 

          L’étude de la dynamique des populations bactériennes des souches de 

Pseudomonas fluorescens a mis en évidence leur compétence rhizosphérique, 

caractérisée par une nette évolution des concentrations bactériennes dans la 

rhizosphère, estimée à une moyenne de 109 CFU/g de sol par rapport à la 

concentration initiale. Ceci indique une bonne adaptation des souches inoculées et 

leur forte colonisation rhizosphérique. Cette colonisation racinaire peut être liée à la 

souche bactérienne et à la plante hôte. Rappelant que les souches de 

Pseudomonas fluorescens sont caractérisées par leur capacité à utiliser une large 

gamme de composés organiques libérés par les plantes, et elles ont montré des 

niveaux de population suffisamment élevés pour la réussite et l’expression de leurs 

effets bénéfiques, malgré leur origine végétale différente par rapport à la plante 

testée. 

 

          La comparaison de phytostimulation des plants sous serre et en plain champ 

a révélé des niveaux appréciables de biostimulation de la croissance et de la 
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nodulation. Néanmoins, l’amélioration de la biomasse végétative et le 

développement des nodules restent meilleurs chez les plants conduits sous serre 

qu’en plein champ. Ceci peut être dû aux conditions favorables au développement 

racinaire et à la bonne colonisation rhizosphérique dans les conditions contrôlées 

par rapport aux conditions naturelles. Le taux des matières azotées totales reste 

plus élevé en plein champ, ceci semble être  lié à l’optimisation de la fixation 

d’azote dans les conditions naturelles. 

 

          L’utilisation des PGPR comme phytostimulateurs de la croissance végétale et 

de biocontrôle, et leur inoculation dans la rhizosphère peut avoir un impact sur la 

communauté microbienne rhizosphérique, ce qui peut influencer les effets 

bénéfiques des PGPR. Pour cela, il est nécessaire de mieux comprendre les 

mécanismes de communication entre les rhizobactéries (Qurom sensing), qui sont 

impliqués dans les interactions plante-bactérie. Une mauvaise compréhension des 

mécanismes d’action ou de potentiel rhizosphérique des souches introduites peut 

contribuer à de nombreux échecs. Pour cela, il est indispensable de sélectionner 

des souches douées de potentialités stables, reproductibles et adaptées aux 

différentes conditions telluriques. 

          Les PGPR possèdent plusieurs avantages pour une utilisation à grande 

échelle, ils colonisent efficacement les racines de plantes génétiquement très 

éloignées, de plus, les nombreuses connaissances acquises sur leur production 

commerciale, leur physiologie et leur génétique s’ajoutent à ces avantages. La 

formulation des inoculums de bactéries sélectionnées, destinées aux applications 

pratiques comme biofertilisants, constitue une solution économiquement rentable 

afin de minimiser l’application de fertilisants chimiques,  maximiser la croissance et 

la nutrition des plantes. 
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APPENDICE A 
LISTE DES ABREVIATIONS ET DES SYMBOLES 

 
 
 
 

CFU 
cm   
g  
ml   
cm2 

: colony forming unit 
: centimètre  
: gramme 
: millilitre 
: centimètre carré  

nm                 : nanomètre 
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APPENDICE B 
Milieux de culture 

 
 

 
Milieu B de King (KB) King  et al., [384] 
Peptone  (Difco)  20 g 

Glycerole (Prolabo)  15 ml 

KH2PO4 (Sigma)    1,5 g 

MgSO4 (Sigma)    1,5 g 

Agar (Sigma)           15 g 

Eau distillée                 1000 ml 

pH = 7,2 autoclavage 20 minutes à 120° C 

 
Milieu PDAE (Potato Dextrose Agar + Extrait de levure)  

Pomme de terre  200 g 

Dextrose   20 g 

Extrait de levure      0.250 g   

Agar              15 g 

Eau distillée  1000 ml 

pH 7, autoclavage 20 minutes à 120° C 
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APPENDICE C 

 

 

Composition du Catalyseur : 

250 g de K2SO4,  

250 g de CuSO4 

5 g de Sélénium  

20 ml d’acide sulfurique (d = 1.84). 

Composition de l’indicateur (pour 1 litre de solution) :  

20 g d’acide borique  

200 ml d’éthanol absolu 

10 ml d’indicateur contenant : ¼ de rouge de méthyle à 0.2% dans  

                 l’alcool à 95 °et de ¾ de vert de bromocresol à 0.1% dans l’alcool à 95°. 
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APPENDICE D 
ANALYSE DE LA VARIANCE 

 
 
Essai sous serre 
 
Hauteur des tiges 
 
                                 
                                 S.C.E         DDL     CARRES MOYENS    TEST F    PROBA    E.T      C.V 
 
VAR.TOTAL            12543.73        71                             176.67                              
 
VAR FACTEUR         562.65          11                              51.15           1.42        0.1940           
 
VAR.BLOCS             741.84           2                             370.92         10.33       0.0002 
 
VAR RESIDUEL       1651.32         46                             35.90                                           5.99      9.7% 
 
Longueur des racines  
    
                                 
                                 S.C.E         DDL             CARRES MOYENS    TEST F    PROBA    E.T      C.V 
 
VAR.TOTAL            2096.43        71                             29.53                              
 
VAR FACTEUR         354.63       11                              32.24           3.88          0.0006           
 
VAR.BLOCS            103.77          2                             51.89             6.24           0.0041 
 
VAR RESIDUEL      382.40         46                               8.31                                             2.88       9.6%                        
 
Poids frais de la partie aérienne 
 
                                 
                                 S.C.E         DDL     CARRES MOYENS    TEST F    PROBA    E.T      C.V 
 
VAR.TOTAL          10813.08      71                            152.30                              
 
VAR FACTEUR       248.12        11                             22.56          0.91          0.5375          
 
VAR.BLOCS           117.71          2                             58.86          2.38          0.1019 
 
VAR RESIDUEL    1137.99         46                            24.74                                               4.97     14.1%                        
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Poids frais de la partie racinaire 
 
                                 
                                 S.C.E         DDL     CARRES MOYENS    TEST F    PROBA    E.T      C.V 
 
VAR.TOTAL            1935.86      71                             27.27                              
 
VAR FACTEUR        96.91         11                              8.81              3.06          0.0038          
 
VAR.BLOCS            13.75           2                             6.87               2.39          0.1013 
 
VAR RESIDUEL      132.51         46                            2.88                                                  1.70     19.0%                        
 
Poids sec de la partie aérienne 
 
                                 
                                 S.C.E         DDL     CARRES MOYENS    TEST F    PROBA    E.T      C.V 
 
VAR.TOTAL            110.06      71                             1.55                              
 
VAR FACTEUR        6.78         11                              0.62              2.05          0.0444          
 
VAR.BLOCS             4.74          2                             2.37               7.90          0.0012 
 
VAR RESIDUEL      13.82         46                            0.30                                                    0.55     15.8%                        
 
Poids sec de la partie racinaire 
 
                                 
                                 S.C.E         DDL     CARRES MOYENS    TEST F    PROBA    E.T      C.V 
 
VAR.TOTAL             13.55      71                              0.19                              
 
VAR FACTEUR         7.27         11                              0.66                7.18          0.0000          
 
VAR.BLOCS             0.16          2                               0.08                0.89          0.4195 
 
VAR RESIDUEL        4.23         46                              0.09                                                 0.30     32.2%                        
 
 
Teneur en matière azotée totale (MAT %) 
 
                                 
                                 S.C.E         DDL     CARRES MOYENS    TEST F    PROBA    E.T      C.V 
 
VAR.TOTAL             450.82          71                              6.35                              
 
VAR FACTEUR        305.38         11                            27.76                22.31          0.0000          
 
VAR.BLOCS               0.59           2                               0.29                 0.24          0.7941 
 
VAR RESIDUEL         57.24         46                              1.24                                                  0.30   6.8%                        
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Nombre de nodules 
 
                                 
                                 S.C.E         DDL     CARRES MOYENS    TEST F    PROBA    E.T      C.V 
 
VAR.TOTAL           10729.67          35                          306.56                              
 
VAR FACTEUR        9505.71         11                            864.16         18.28          0.0000          
 
VAR.BLOCS              183.79          2                               91.89           1.94          0.1653 
 
VAR RESIDUEL       1040.16         22                              47.28                                              6.88   9.8%                        
 
 
Essai plein champ 
 
Longueur de la partie racinaire 
 
                                 
                                 S.C.E       DDL     CARRES MOYENS    TEST F    PROBA    E.T      C.V 
 
VAR.TOTAL            100.10      35                            2.86                              
 
VAR FACTEUR       66.25       11                            6.02                 4.94           0.0008            
 
VAR.BLOCS              7.02        2                            3.51                 2.88           0.0763 
 
VAR RESIDUEL       26.83      22                            1.22                                                    1.10      9.4% 
 
 
Poids frais de la partie racinaire 
 
                                 
                                 S.C.E       DDL     CARRES MOYENS    TEST F    PROBA    E.T      C.V 
 
VAR.TOTAL            21.22        35                            0.61                              
 
VAR FACTEUR       21.27       11                            1.12                 3.00           0.0137           
 
VAR.BLOCS              0.78        2                            0.39                 1.04           0.3703 
 
VAR RESIDUEL       8.18      22                              0.37                                                   0.61      17.8% 
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Poids sec de la partie aérienne 
 
                                 
                                 S.C.E       DDL     CARRES MOYENS    TEST F    PROBA    E.T      C.V 
 
VAR.TOTAL            58.57        35                            1.67                              
 
VAR FACTEUR       14.70       11                            1.34                 1.23          0.3253           
 
VAR.BLOCS              19.97      2                            9.98                 9.19          0.0013 
 
VAR RESIDUEL       23.90      22                            1.09                                                   1.04      24.2% 
 
Poids sec de la partie racinaire 
 
                                 
                                 S.C.E       DDL     CARRES MOYENS    TEST F    PROBA    E.T      C.V 
 
VAR.TOTAL            0.95        35                          0.03                              
 
VAR FACTEUR       0.36       11                            0.03                     1.36          0.2600           
 
VAR.BLOCS           0.06        2                            0.03                     1.35          0.2807 
  
VAR RESIDUEL      0.53      22                            0.03                                                      0.15      27.2% 
 
Nombre de nodules 
 
                                 
                                 S.C.E       DDL     CARRES MOYENS    TEST F    PROBA    E.T      C.V 
 
VAR.TOTAL           3567.14        35                           101.92                              
 
VAR FACTEUR      2873             11                            261.20           9.12          0.0000           
 
VAR.BLOCS            63.75         2                              31.87            1.11          0.3475 
 
VAR RESIDUEL      630.17       22                             28.64                                               5.35      16.3% 
 
Teneur en matière azotée totale (MAT%) 
 
                                 
                                 S.C.E       DDL     CARRES MOYENS    TEST F    PROBA    E.T      C.V 
 
VAR.TOTAL            366.31        35                             10.47                              
 
VAR FACTEUR      335.51          11                           30.50           23.54          0.0000           
 
VAR.BLOCS             2.30           2                             1.15             0.89           0.4294 
 
VAR RESIDUEL       28.51         22                             1.30                                               1.14       6.1% 
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