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RESUME

L’'objectif de notre travail est de mettre en évidence les effets
phytobénéfiques de deux souches PGPR (Rhizobium phaseoli et Pseudomonas
fluorescens C7R12) en application individuelle ou combinée sur l'espéce
Phaseolus vulgaris var. Tema, en conditions semi-contrélés sous serre en verre.
Les effets de phytostimulation ont été évalués dans deux milieux différents, I'un
dépourvu de sel et I'autre en présence de sel a 3 niveaux de salinité (3 g/l, 8 g/l et
12 g/l).

La bactérisation des plants en conditions naturelles ou avec stress salin
depuis le stade semence, a induit des effets positifs sur la phytostimulation de leur
croissance. En absence du NacCl, les gains obtenus étaient appréciables pour
'ensemble des paramétres étudiés, avec la supériorité des résultats de
'application combinée (co-inoculation) des deux souches a lI'exemple de la
surface foliaire (236% de gain), la biomasse fraiche aérienne (166%) et la
biomasse fraiche racinaire (311%). La bactérisation des plants a induit également
des effets positifs sur le taux de germination et sa cinétique d’évolution, cet effet
est plus apparent en présence du NaCl ou le taux de germination final a été
considérablement amélioré (de 70 a 100%).

En présence des différentes concentrations de NaCl, nous avons constaté
qgue la salinité affecte trés négativement les paramétres morphologiques des
plantes et augmente au niveau cellulaire la teneur en osmoprotecteurs (proline et
sucre). Néanmoins, en présence des PGPR dans le milieu, le degré de tolérance
des plantes a été considérablement amélioré avec une stimulation de la
croissance des différents organes mesurés. Les gains enregistrés sont variables
en fonction de la souche utilisée et de son application individuellement ou en
combinaison et de la dose de NacCl, les meilleures performances ont été notées
avec l'application combinée (co-inoculation) des deux souches (125,76% de gain
en surface foliaire, 509% en biomasse fraiche aérienne, 552% en biomasse séche
racinaire et 45% en nombre de nodules).

Mots clefs: PGPR, Pseudomonas fluorescens, Rhizobium phaseoli,

Légumineuses, salinité.
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ABSTRACT

The objective of our work is to demostrate the beneficts effects of two PGPR
strains (Rhizobium phaseoli and Pseudomonas fluorescens C7R12) individualy or
combined(organized) on Phaseolus vulgaris Var. Tema, in conditions semi-
checked under glassed greenhouse. The effects of phytostimulation were
estimated in two different circles the one devoid of salt and the other one under
salinity conditions with 3 meseaures of NaCl (3 g/l, 8 g/l and 12 g/l).

The bactérisation of plants in presence and in absence of salt stress since
the stage seed led positive effects on the phytostimulation of their growth. In
absence of the NaCl the obtained gains were considerable for all the parameters
studied with the superiority of the results when the strains are combined, exceed
236 % of foliar on-surface gain, 166 % in air fresh biomass and 311 % in fresh
root’s biomass. The follow-up of the seeding shows clearly the beneficial effect of
our strains on the final germination’s rate and on the kinetics of its evolution, this
effect is more visible in the presence of NaCl where the final rate of seeding was
considerably improved.

In the presence of the various concentrations of NaCl, we noticed that the
salinity affects very negatively the morphological parameters of plants and
increases at the cellular level the content of osmoprotectors (proline and sugar).
Nevertheless, in the presence of PGPR in the environment, the degree of
tolerance of plants was considerably improved with a considerable stimulation of
the growth of the various moderate organs, the recorded gains are variable
according to the strains used and to its application individually or in combination,
and of the concentration of the NaCl, the best performance of which is always the
one of the application combined by both strains (125,76 % of foliar surface gain,
509 % in air fresh biomass and 552 % in dries root’s biomass and 45 % in number
of nodules).

Key words: PGPR, Pseudomonas spp fluorescens, Rhizobium phaseoli,

phytostimulation, nodulation, salinity, legumes.
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INTRODUCTION

Pour satisfaire les exigences et les besoins alimentaires d’une population mondiale de
plus en plus croissante, I’homme a fait recours a des pratiques agronomiques intensives qui
se basent essentiellement sur I’utilisation des intrants chimiques (fertilisants, produits
phytosanitaires...). Malgré ’efficacité affichée, résultant de ces intrants chimiques sur
I’amélioration et ’augmentation des rendements, la quasi-totalité des études soulignent les
consequences néfastes de cette pratique, qui a engendré des déséquilibres trés nocifs sur
I’homme et son environnement, notons principalement 1’accumulation des résidus dans les
produits récoltables, la pollution des sols, le développement des mécanismes de résistance
chez les bioagresseurs des plantes, et méme la disparition de certaines populations
faunistiques des écosystémes cultivés [1, 2, 3].

De telles actions ont suscité une prise de conscience pour favoriser une gestion
orientée vers un développement durable. Ainsi, les réflexions se sont tournées vers la
conception et le développement de méthodes d’amélioration des rendements plus
respectueuse de I’environnement via une utilisation des amendements plus raisonnés, la
diminution de I’apport des produits phytosanitaires, ou encore le recours aux potentialités
biologiques [4]. Parmi ces dernieres, les rhizobactéries phytobénéfiques et plus
particulierement le groupe des PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) constituent
un pole d’attraction et plusieurs études dénotent leurs aptitudes dans la stimulation de la

croissance des plantes et I’induction de leur résistance contre plusieurs maladies [5, 6, 7].

Parmi les PGPR appliquées, il y’en a ceux qui sont symbiotiques et d’autres non
symbiotiques. Les souches non-symbiotiques les plus étudiées appartiennent au groupe des
Pseudomonas fluorescents [8]. Leurs principaux modes d’action sont la solubilisation des
nutriments, la production de phytohormones, 1’inhibition de micro-organismes
phytopathogénes par la production d’antibiotiques [9] et I’induction de la résistance

systémique chez la plante [10].
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Le groupe des Rhizobium regroupe les souches les plus étudiées en terme de PGPR
symbiotiques, qui permettent vis leur interaction avec les plantes (type légumineuses) de
fixer et d’utiliser 1’azote atmosphérique. Les légumineuses a graines, tel que le haricot
(Phaseolus vulgaris L.) est d’un intérét économique trés marqué, justifiant leur culture

dans de nombreuses régions a travers le monde.

En Algérie, les haricots secs constituent un élément important dans le modele de
consommation dominant de la population; elles constituent un apport nutritionnel riche en
protéines, glucides, minéraux et en fibres. Le cycle de leur culture coincide avec les
périodes de I’année les plus chaudes, ou I’alimentation hydrique de la plante s’assure
principalement par I’irrigation, qui contribue grandement a 1’accroissement de la salinité
des sols. La culture de I’haricot se trouve confrontée, dans certaines régions, au stress salin
qui limite sa pratique et qui engendre une nette diminution de ses aptitudes symbiotique
rhizobienne, induisant une mauvaise efficacité de fixation de I’azote, voire méme son

annulation [11].

Dans les pays aux climats aride et semi-aride, I’évaporation rapide de 1’ecau pendant
la saison seche provogue une augmentation de la concentration des sels solubles, dans les
horizons superficiels des sols, pouvant modifier I’environnement immédiat des cultures
dont le développement en est alors perturbé. Les accumulations des sels solubles
transforment profondément les propriétés physiques et chimiques du sol [12]. La
salinisation des sols de ces régions souvent fertiles n’est pas seulement due aux conditions
climatiques, mais également a I’activité de I’lhomme, qui pour des raisons économiques, a
développé une agriculture intensive souvent mal contrblée. Le fort ensoleillement et la
faible pluviométrie ont obligé les agriculteurs a irriguer en quantité importante et souvent
avec une eau saumatre, les sels se sont accumulés au cours des années a la surface des sols

sans pouvoir étre lessivés par les eaux de pluie qui deviennent de plus en plus rares [13].

La contrainte de salinité des sols reste I'un des facteurs majeurs limitant la
production des légumineuses particulierement lorsque la nutrition azotee est assurée par la
FSN (Fixation symbiotique d’Azote) [14, 15].

Afin d’améliorer la croissance de 1’haricot sous contrainte saline, il est nécessaire
d’améliorer son niveau de tolérance a ce type de stress. A cet effet, plusieurs efforts sont

déployes, basés principalement sur les travaux de sélection classique (génotypes résistants
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ou tolérants), néanmoins cette technique a connu un succes limité en raison de sa lourdeur

en plus du suivi de la complexité génétique [16].

Parmi les autres moyens envisagés, 1’utilisation des PGPR est considérée comme
I’une des approches recherchées dans I’amélioration de la performance de 1’interaction
I[égumineuse - Rhizobiums et dans la réduction des effets du stress salin. Plusieurs études
ont rapporté que la coinoculation des Iégumineuses par Rhizobium spp avec des souches
phytobénéifiques de Pseudomonas stimule la croissance des plantes en affectant
positivement quelques fonctions physiologiques [16 ,17]. En effet, cette coinoculation
améliore la croissance de la plante, en stimulant directement la survie et la croissance des
Rhizobiums associés dans la rhizosphere [18], en élargissant le systeme racinaire par la
synthése de phytohormones ce qui aboutit & 1’augmentation des sites potentiels de

colonisation et I’augmentation de d’adsorption racinaire [19, 20].

Notre étude consiste principalement a mettre en évidence les effets bénéfiques de la
coinoculation, par deux souches PGPR (Pseudomonas fluorescens C7R12 et Rhizobium
phaseoli) sur la promotion de la croissance des plantes du haricot, dans un milieu naturel,

ainsi que sur I’amélioration de leur tolérance au stress salin.



16

CHAPITRE 1
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Les rhizobactéries phytostimulatrices de la croissance des plantes (PGPR)

1.1 Généralités sur les PGPR

Les rhizobactéries sont des bactéries qui se trouvent dans la rhizosphére.
Ces dernieres puisent dans les exsudats les ressources nécessaires pour leur
métabolisme et sont capables de se multiplier et de rivaliser avec les autres

microorganismes pour occuper cette zone riche en éléments nutritifs.

L'association, le rble et les effets que les rhizobactéries exercent sur la
plante sont dus succés de leur établissement dans la rhizosphére; elles peuvent

avoir un effet positif, négatif ou neutre sur la croissance des plantes [21].

Pres de 5% des rhizobactéries sont capables de coloniser efficacement les
systemes racinaires et influencent de maniere bénéfique la plante en stimulant sa
croissance et/ou en la protégeant contre des agressions biotigues et/ou
abiotiqgues. Ces bactéries de la rhizosphére sont alors reprises sous le terme
PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria), ce terme a été défini pour la
premiére fois par Kloepper et Schroth en 1978 [22]. Ces bactéries suscitent un
intérét croissant en agronomie et leur utilisation comme agents de lutte biologique

peut étre trés prometteuse pour une agriculture durable.

1.2 Mode d’action des PGPR

1.2.1 Biofertilisation

Les rhizobactéries qui stimulent la croissance des plantes en améliorant
'assimilation des nutriments sont dites biofertilisants, ces bactéries améliorent la
nutrition des plantes par les moyens de fixation d’azote, 'augmentation de la
disponibilit¢ des nutriments dans la rhizosphere, la promotion de la surface

racinaire, ou en améliorant la symbiose associative de la plate hote.
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Les plantes peuvent assimiler 'azote du sol en tant que nitrite, le nitrate ou
'ammoniac, ces formes d’azotes ne sont pas abondantes dans la plupart des sols
et la fertilisation d’azote employée dans I'agriculture est fréequemment perdues
pendant la filtration minérale de ces engrais. Les bactéries fixatrices d’azote
atmosphériqgue comme les Rhizobiums et les Bradyrhizobiums peuvent établir une
symbiose en formant des nodules sur les racines des légumineuses tel que le
soja, I'arachide, haricot, la féve etc. .., dans laquelle ils convertissent I'azote (N2)
qui peut étre utilisé par la plante comme une source d’azote [23]. Cependant, ce
processus est pratiquement limité aux légumineuses. D’autre part, plusieurs
bactéries non symbiotiques ont été identifiées comme des fixatrices libres d’azote
(Azospirillum, Azotobacter, Bacillus polymyxa,). L’'inoculation des PGPR augmente
habituellement le poids sec de la plante, le nombre de fleurs et la production de
grains. Cependant, 'augmentation de rendement causée par cette inoculation
pourrait souvent étre attribuée a une augmentation du développement des racines

qui permet les meilleurs taux d’assimilation d’eau et d’éléments minéraux [24].

Le Phosphore (P) est un autre élément essentiel dans la nutrition des
plantes, la majorité du phosphore existant au niveau du sol est en forme non
soluble non assimilable par les plantes, certains PGPR sont capables de
solubiliser ces formes de phosphore par I'acidification [25], la chélation, ou bien
par l'application de certain enzymes [26]. Les bactéries tel que Azospirillum,
bacillus, Burkholderia, Erwinia, Pseudomonas, Rhizobium sont reporté comme

étant des bactéries solubilisant le phosphore [27].

L’inoculation par les PGPR peut également augmenter I'assimilation de

plusieurs éléments comme le Ca, K, Fe, Cu Mn et le Zn [28].

1.2.2 Rhizorémédiation et contrble du stress

Plusieurs études sur le potentiel des PGPR dans la dégradation de la
pollution du sol ont été publies [29, 30, 31]. La contribution de la population
rhizobactérienne dans la dégradation des polluants permet aux plantes d’émerger
naturellement dans des sites infectés. Des études concentrées sur la dégradation
des composants, tels que les herbicides, les pesticides, et les antibiotiques ont été
effectués, bien qu’elles ont fourni peu d’informations sur les populations

microbiennes [30].
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Quand les plantes sont exposées a des conditions de stress, elles répondent
avec une augmentation des niveaux d'éthylene qui peur provoquer des
dysfonctionnements au niveau cellulaire [32]. Une haute concentration d'éthyléne
peut étre nocive, en incitant la défoliation et d'autres perturbations physiologiques

cellulaires qui peuvent affecter le développement de la plante [31].

Beaucoup de PGPR détruisent 1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC),
qui est un précurseur de I'éthyléne, via la production de I'enzyme ACC deaminase,

qui facilite a son tour la croissance des plantes [33].

1.2.3 La phytostimulation

Les PGPR peuvent favoriser la croissance des plantes hoétes par divers
mécanismes, ils peuvent agir comme bio-fertilisants des sols en fixant I'azote
atmosphérique qui pourra étre par la suite utilisé par les plantes, améliorant leur
croissance lorsque I'azote du sol est limitant. lls sont utilisées également en tant
gu’inoculat pour améliorer le développement racinaire via la production de
phytohormones [34], telles que des auxines dont I'acide indole acétique (AlA), des

cytokinines et des gibbérellines [35, 36, 20].

Il a également été montré que certaines bactéries sont capables de favoriser
la croissance des plantes via I'amélioration de la mise en place ou du
fonctionnement des symbioses entre les racines et les bactéries fixatrices d’azote

[37] et les champignons mycorhizogénes [38, 39].
1.2.4 Biocontrdle

Les PGPR peuvent agir indirectement par leurs activités de biocontrole
contre les agents pathogénes par plusieurs mécanismes, incluant 'antagonisme,

I'induction des systemes défensifs des plantes et aussi par voie de compétition:

1.2.4.1 Antagonisme

L"antibiose est probablement le mécanisme le plus connu et peut-étre le plus
important utilisé par les PGPR pour limiter I'invasion de pathogénes dans les
tissus de la plante héte. Il consiste en une inhibition directe de la croissance du
pathogene via la production de métabolites aux propriétés antifongiques et/ou

antibiotiques.
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Les souches de Bacillus subtilis produisent une variété de métabolites
antifongiques puissants, par exemple : la zwittermycine-A, la kanosamine [40], des
lipopeptides des familles de la surfactine, de l'iturine et de la fengycine [41, 42, 43]
et encore des enzymes hydrolytiques (B-1,3- gluacnase) qui peuvent dégrader les
parois cellulaires fongiques [44]. D’autre part chez Pseudomonas, d autres
molécules antifongiqgues comme le HCN, la viscosamide, la pyoluteorine, le 2,4-
diacetylphloroglucinol, la pyrrolnitrine, les phenazines et les butyrolactones sont

impliquées dans le biocontrdle [45].

Ces PGPR montrent non seulement un large spectre de diversité dans le
type mais également dans le nombre d'antibiotiques produits [9, 46]. Par exemple,
certaines souches de PGPR ont la capacité d excréter des métabolites qui jouent
un réle important dans I'inactivation des facteurs de germination du pathogene ou
la dégradation de leurs facteurs de pathogénicité comme les toxines. Ainsi, la
capacité de certaines bactéries a parasiter et a dégrader les spores des
pathogenes a travers la production d’enzymes détruisant la barriére cellulaire a

été démontrée [47].

1.2.4.2 I'induction de la résistance systémique

Certaines souches de PGPR peuvent protéger les plantes par la stimulation
de mécanismes de défense inductibles dans la plante, ce qui peut rendre I"hote
beaucoup plus résistant a I'agression future par des agents pathogenes. Ce
phénoméne a été nommé «résistance systémique induite» (ISR, Induced

Systemic Resistance) [48].

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, induisant I'ISR au travers du systéme

vasculaire de la plante ou a travers I'activation les tissus [40].

1.2.4.3 Compétition pour I'espace et les nutriments

Dans certains cas, une réduction de la maladie peut étre associée a une
colonisation importante des racines par les bactéries bénéfiques, ce qui réduit le
nombre de sites habitables par les micro-organismes pathogenes et par
conséquence, leur croissance [49, 50]. Cependant, cette corrélation entre

I"importance de la population de PGPR sur les racines et la protection observée
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n"est dans certains cas pas Vérifiée et ne peut donc pas étre considérée comme
une regle générale. On a beaucoup discuté l'idée qu’une rhizobactérie a
croissance rapide pourrait éliminer les pathogénes fongiques par la compétition
pour le carbone et les sources d'énergie. Le PGPR doit étre présent sur les
racines en nombre suffisant pour avoir un effet bénéfique sur les plantes et pour
étre capable d’instaurer une compétition pour les nutriments dans la rhizosphére
[45].

1.2.4.4 Compétition pour le fer

Un cas particulier de compétition pour les nutriments, repose sur la
compétition pour le fer. Les micro-organismes ont la capacité de synthétiser des
sidérophores qui sont des molécules de faible poids moléculaire, chélatrices du fer
nécessaire a leur croissance. Ces composés ont une grande affinité pour le Fe3+.
En s"appropriant les ions ferriques présents dans la rhizosphere, ils les rendent
ainsi non disponibles pour le champignon pathogéne, ce qui provoque une
diminution de sa croissance [51]. En plus du fer, les siderophores peuvent aussi
former des complexes stables avec d'autres métaux (Al, Cd, Cu, Ga, Pb et Zn
[52].

1.3 Les PGPR comme biofertilisants microbiens

1.3.1 Action des biofertilisants

Parmi les biofertilisants microbiens, nous citons surtout ceux a base de
microorganismes fixateurs d’azote (symbiotique), vivant libres ou en association
avec des plantes hétes. Ces microorganismes utilisent 'azote de I'air comme
source d’azote et fournissent ensuite soit par exsudation, soit par décomposition
apres leur mort, soit a travers la plante a laquelle ils sont associés, de I'azote
organique ou minéral qui contribue a maintenir ou améliorer la fertilité du sol et la

production végétale.

Les microorganismes producteurs de substances de croissance ou de
substances qui favorisent la solubilisation du phosphore du sol sont également
considérés comme des biofertilisants (non-symbiotique) [53]. L'usage de
biofertilisants bactériens peut réduire les applications des engrais chimiques et par

conséquent le colt de production et les risques de pollution chimique.



21

D’autres catégories de bactéries phytobénéfiques sont exploitées comme
biopesticides, appartiennent aux genres Agrobacterium, Rhizobium, Bacillus et
Pseudomonas [51]. Beaucoup de recherches se sont concentrées sur ces deux
derniers types de bactéries, parce qu'ils sont des habitants communs de la
rhizosphere et présentent une grande activité dans le contréle biologique de
maladies liées au sol. lls ont la capacité de produire de nombreux antibiotiques, et

ils sont faciles a cultiver in vitro ou & manipuler au laboratoire [8, 54].

L’utilisation de rhizobactéries pour améliorer la croissance et la santé des
plantes repose principalement sur la réussite des inoculations du sol ou des
substrats de culture. Les microorganismes, tels que les champignons
mycorhizogénes [55, 56] et les bactéries fixatrices d’azote [57, 55], représentent
un potentiel important pour 'amélioration de la croissance des plantes et la lutte

biologique contre les maladies d'origine tellurique.

1.4 Cas des Pseudomonas fluorescents

1.4.1 Généralités sur les Pseudomonas

Pseudomonas forment un large groupe colonisant le sol, les plantes et I'eau
[58]. Ces bactéries sont des bacilles Gram négative (Gram-), non sporulés, trés
généralement mobiles grace a une ou plusieurs flagelles polaires, aérobies a

métabolisme strictement respiratoire et chimioorganotrophes [59].

Le genre Pseudomonas est un grand groupe bactérien particulierement
important qui appartient & la sous-classe 6 des protéobactéries et comprend plus
d'une centaine d'especes ubiquitaires [58, 59]. Depuis la découverte du genre
Pseudomonas [60], beaucoup de noms d’espéces lui ont été assignés. Le nombre
d’espéces a subi de nombreuses variations principalement dues a la description
de nouvelles espéces et a divers changements de la définition du genre. La
réorganisation a débuté en 1968, et I'édition de 2005 du Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology rapporte une soixantaine d’espéces au genre

Pseudomonas [61].

Plusieurs études ont souligné le haut degré de diversité au sein de P.
fluorescens, ce qui a mené a la subdivision de cette espece en différents biovars
[59].
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Les Pseudomonas ont une capacité €levée a coloniser la rhizosphére ainsi
que les racines des plantes et sont capables de former des associations
spécifiques avec leurs hétes. Ces associations peuvent mener a une maladie chez
les plantes hétes sensibles, comme par exemple de nombreux pathovars de P.
syringae qui mettent en place des interactions pathogenes avec les plantes [62].
Néanmoins, d’autres espéces de Pseudomonas sont capables de mettre en place

des interactions mutualistes.

Les pseudomonas sont trés largement représentées parmi les bactéries a
effet PGPR qui ont un effet promoteur sur la croissance des plantes. Ces
bactéries sont aussi largement retrouvées parmi les agents potentiels de lutte
biologique qui ont pour effet d’améliorer la santé des plantes et sont notamment

connues pour leur effet antagoniste envers les phytopathogénes [63].

Les bactéries PGPR sont des bactéries rhizosphériques dont I'écosystéme
est constitué de la racine de la plante héte, des mucilages, des composés
exsudés par la plante, du sol environnant les racines et directement sous son
influence, mais également des autres organismes du sol. Parmi les composés
exsudés par les plantes, comme le cas du blé par exemple, de nombreux acides
organiques sont retrouveés tels que les acides fumarique et succinique, des acides
aminés ainsi que des sucres simples comme le fructose et le maltose, mais

également des oligosaccharides [51].

Il a été montré que les premiers substrats utilisés par les PGPR du genre
Pseudomonas sont des sucres simples, des acides organiques et des acides
aminés, ce qui explique un fort chimiotactisme vers les racines des plantes [45].
La perception de la bactérie par la plante héte n'est pas un mécanisme
completement élucidé. Deux molécules bactériennes sont a la base de la
reconnaissance de la bactérie par la plante. En effet, la flagelline (peptide Flg22)
qui est une sous-unité du flagelle polaire des Pseudomonas est reconnue par la

plante grace a une protéine kinase associée a la membrane.

Toutefois, cette protéine kinase est habituellement une structure permettant
a la plante de reconnaitre les pathogénes et de mettre en place une cascade de
réactions afin de se défendre. De plus, la reconnaissance de la flagelline est un

mécanisme hoéte et souche spécifique [48].
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L’autre type de molécule permettant la reconnaissance spécifique des
bactéries sont les lipopolysaccharide (LPS). La reconnaissance des LPS a été
principalement étudiée dans la cadre de la reconnaissance de pathogenes, mais
cela s’applique également pour les Pseudomonas PGPR. En effet, si la
reconnaissance de certains pathogenes se fait par rapport a la structure du LPS et
permet la libération par la plante de composés antimicrobiens [50], la
reconnaissance spécifique de Pseudomonas PGPR se fait également grace aux
LPS sans induction de la réponse hypersensible (HR). Ces molécules sont, en
revanche, capables d’induire une résistance locale induite (LIR), ainsi qu'une
réponse systémique induite (ISR), permettant a la bactérie de coloniser la plante
tout en la protégeant contre d’éventuels pathogénes. De plus, le DAPG produit par

ces mémes bactéries est également capable d’induire I'|SR chez la plante [59].

1.4.2 Mécanismes de protection contre les agents phytopathogénes

Les bactéries PGPR du genre Pseudomonas sont dites agents de
biocontréle, car elles conférent a leur plante héte une protection contre divers
phytopathogénes. Cette protection induite par les Pseudomonas fluorescents a la
plante hote est dépendante de différents mécanismes majeurs, tels que la
rhizocompétence, l'antibiose et la stimulation des msystémes de défense des

plantes (Figure 1.1).

La rhizocompétence est définie comme étant la capacité d’'une souche a
coloniser plus ou moins efficacement la rhizosphére. Cette rhizocompétence
indique que la souche bactérienne ou fongique ait la capacité de coloniser de
facon efficace la racine par différents moyens, tels que la présence de flagelles, la
présence de LPS de surface impliqués dans la reconnaissance plante/bactérie.
D’autre part, la rhizocompétence signifie également que le micro-organisme soit
bien adapté a l'utilisation des composés exsudés par la plante (sucres, acides

carboxyliques, certains acides aminés...).
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Figure 1.1: Mécanismes d’action des Pseudomonas spp fluorescents dans le

biocontréle des agents phytopathogenes [65].

Une compétition pour les ressources trophiques explique également une
importante adaptation et ceci est étudié pour la compétition pour les ressources en
fer grace a un systeme spécifique de sidérophores [66, 52]. Cet élément est
indispensable au métabolisme des organismes aérobies. Les Pseudomonas
fluorescens  synthétisent des sidérophores appelés pyoverdines ou
pseudobactines montrant une forte affinité pour le fer ferrique et le rendre
disponible pour le microorganisme hoéte, mais indisponible a d'autres organismes
[86]. Ces molécules sont impliquées dans 'amélioration de la croissance et de la

santé des plantes et contribuent a I'acquisition du fer par les végétaux [67].

Les Pseudomonas fluorescents ont été utilisé comme des agents de bio-
control dans plusieurs études ou leurs activités inhibitrices ont été attribuées en
grande partie a la chélation du fer par les siderophores [68, 69, 70]. Les études
concernant la possibilité des pyoverdines a supprimer les maladies telluriques des
plantes on été assez développées, depuis les premiéres études menées par
Klopperet al. (1980) [66].

L’antibiose, quant a elle, implique principalement la synthése de composés
antimicrobiens par les bactéries du genre Pseudomonas. Un grand nombre de

métabolites bactériens, synthétisés par Pseudomonas (phenazines, DAPG,
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pyolutéoline, pyrolnitrine...), ont été détectés et quantifiés dans la rhizosphére et
sont décrits comme ayant des propriétés antimicrobiennes [71]. D’autre part,
certains composeés volatils (HCN) émis par les bactéries du genre Pseudomonas
ont des effets antibiotiques et jouent un role dans la protection de la plante héte
[72]. Enfin, la résistance des plantes contre des pathogenes est essentiellement

due a deux voies de signalisation :

- La premiére est la SAR dont la molécule signal est I'acide salicylique. Lors
d’'une infection par un pathogéne (virus, bactéries ou champignon), la
plante répond en augmentant la production d’acide salicylique au niveau du
site d’infection aussi bien que dans la plante entiére. Dans certains modeéles
plante/pathogénes, I'acide salicylique, apporté de fagon exogéne par des
Pseudomonas fluorescents, a conféré une protection contre les pathogéenes
[48].

- La deuxiéme voie de défense des plantes implique le jasmonate comme
molécule signal et est appelée ISR. Ce mécanisme peut étre activé par
certaines bactéries rhizosphériques non pathogenes principalement par la
présence de déterminants enchassés dans leur paroi et synthétisent des
molécules diffusibles qui sont percues par la plante et induisent un

mécanisme de résistance (Tableau 1.1).

Toutefois, certaines souches de Pseudomonas possedent le géne de 'ACC
désaminase (1-aminocyclopropane-1-carboxylate) qui est impligué dans
'amélioration de la croissance de la plante héte [66]. Cette enzyme peut cliver le
précurseur de I'éthylene 'ACC et donc ainsi réduire le taux d’éthyléne dans la
plante. L'éthylene est une phytohormone qui inhibe la croissance racinaire, et sa
diminution, grace a 'ACC désaminase, permet d’'observer une élongation racinaire
(Figure 1.2).

1.4.3 Mécanismes de phytostimulation

L’effet de la bio-stimulation directe de la physiologie des plantes par
certaines souches de Pseudomonas spp. fluorescents est di a leur capacité
d’engendrer des augmentations en rendement des cultures, liées a une
stimulation significative de la germination des graines. Des gains significatifs de la

germination et de la levée ont été obtenus sur plusieurs especes végétales,
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notamment avec les grains de Colza [37] et les grains de tomate [73], avec une

progression des parametres de croissance telles que les auxines et les

cytokinines [40].

Tableau 1.1 : Déterminants des Pseudomonas induisant de I'lSR [10].

Déterminants Souche bactérienne Plante hote
Lipopolisaccharides P.fluorescens WC374 Radis
P.fluorescens WC417 Aeabidopsis
Radis
CEillet
Sidérophores Pfluorescens CHAO Tabac
P.fluorescens WC347 Radis
Acides salicylique P.fluorescens P3 pchBA Tabac
DAPG P.fluorescens CHAO Arabidopsis
Tomate
P.fluorescens Q2-87 Arabidopsis
P r Stress Stress PGPR producteur
d’ sa e d’ACCdésaminase
\ v v /
B a-cétobutyrate
ace AEE et ammoniac
v v
Ethyléne Ethyléne
v v
- N
< - |\ &
O |

7 fi\ ! |

Figure 1.2 : Représentation schématique de I'effet de I'absence (gauche) ou de la

présence (droite) des PGPR producteurs d’ACC désaminase quand la plante subit

un stress (biotique ou abiotique) [66].
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1.4.3.1 Amélioration de l'alimentation minérale de la plante

L’amélioration de I'alimentation minérale de la plante en phosphore a été la
premiére hypothése proposée pour expliquer I'effet bénéfique enregistré a la suite
de la bactérisation de plante [74]. Les espéces Bacillus megaterium var
phosphaticum et Pseudomonas spp fluorescents, augmenteraient la concentration
en phosphore soluble soit par minéralisation des phosphates organiques, grace a
des phosphatases, soit par solubilisation des phosphates inorganiques sous I'effet
d’acides [75].

1.4.3.2 Production de substance de croissance

La production de substance de croissance par les Pseudomonas
fluorescents a été fréequemment mise en évidence in vitro [76]. Ces substances
peuvent étre absorbées par les racines. Libbertet al (1969) [77] ont montré que
des auxines produites par des micro-organismes telluriques pouvaient étre

assimilées par différentes plantes (mais, pois, concombre).

Différents auteurs ont mis en relation I'aptitude de souches microbiennes a
produire des substances de croissance in vitro et leur aptitude a modifier, in vivo,
la morphologie des plantes de maniére analogue aux substances de croissance
concernées. lls en concluent que la stimulation de croissance des plantes

bactérisées est due a la synthese microbienne de substance de croissance [78].

1.5 Cas du genre Rhizobium

1.5.1 La symbiose légumineuses-Rhizobia fixatrice d’azote

Une des symbioses mutualistes la plus décrite est la symbiose Rhizobium-
Légumineuse. Elle implique l'association durable entre une a-protéobactérie de
'ordre des Rhizobiales et une plante dicotylédone de la famille des Fabacae.
Cette famille comprend 18 000 espéces réparties dans trois sous-familles (sous-
familles des Caesalpinioideae avec une fleur pseudo-papilionacée, Mimosoideae
avec une fleur réguliere et des Faboideae ou Papilionoideae avec une fleur

typique en papillon).

Les Fabacées, au sens large, sont des plantes herbacées, des arbustes, des
arbres ou des lianes. C'est une famille cosmopolite des zones froides a tropicales.

Dans le cadre de la symbiose, I'interaction s’établit préférentiellement au niveau



28

des racines et permet la formation d’organes particuliers appelés nodosités ou les

bactéroides réalisent la fixation atmosphérique de I'azote [79] (Figure 1.3).

B

Figure 1.3 : A) Photographie de nodules sur des racines de Phaseolus vulgaris

(haut) et nodules indéterminés sur des racines de Vesce (bas), B) Photographie
au microscope optique d’'une section de nodule montrant le tube d’infection sur

une racine de pois [79].

Cette symbiose, relativement récente dans I'évolution, dérive d’'une ancienne
symbiose mycorhizienne qui était répandue dans le regne végétal et permettait a
la plante d’obtenir des nutriments phosphatés essentiels [80]. La capacité des
Rhizobia a coloniser aurait été acquise par un événement de transfert horizontal
de géne symbiotique il y a 60 millions d’années, date a laquelle serait apparues

des légumineuses dans le monde vivant [81].

Les génes de Rhizobium, impliqués dans la symbiose, sont souvent localisés
au sein d’ilots chromosomiques ou dans des plasmides comme c’est le cas chez
Sinorhizobium meliloti. Ainsi, les génes impligués dans la synthese des facteurs
de nodulation (nod, dol, noe) et la fixation d’azote (nif et nix) sont localisés sur le
plasmide pSymA [79]. De plus, il a été démontré que le transfert horizontal de ces
plasmides ou de ces genes chromosomiques était possible entre espéces de
Rhizobia [82].

1.5.2 Les Flavonoides : molécules signal de la symbiose

Les Iégumineuses via les racines exsudent dans le sol une grande diversité
de métabolites secondaires, dont des flavonoides et en particulier des flavones et

des iso-flavonoides, dans la rhizosphere. Ces flavonoides, quand ils sont
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reconnus (degré d’oxydation, nature et position des substituants, ...) par les
récepteur NodD de la bactérie, régulent I'expression des génes nod (A, B, et C) et

la production de facteurs Nod (lipochitine- oligosaccharides)

Les bactéries compatibles sont alors capables de se diriger vers le flux de
flavonoides par chimiotactisme, ce qui suppose que la spécificité d’hote s’établit
avant le contact physique entre la bactérie et sa plante héte. Les facteurs Nod,
synthétisés par les Rhizobiacae, sont alors spécifiquement reconnus par la plante
hote en fonction de leur structure (longueur et instauration de la chaine acyle,

nombre de monomeéres de N-acetyl-glucosamine, substituant...) [79]. (Figure 1.4).

Flavonoides Facteur Nod
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Figure 1.4: Quelques flavonoides impliqués dans [linteraction Rhizobia-

légumineuse. Structure des facteurs Nod [79].

Par ailleurs la  spécificitt  d’interaction dans la  symbiose
Rhizobium/légumineuse est dépendante de la reconnaissance des composeés
phénoliques inducteurs des genes nod. De ce fait cela conduit a des différences
d’effets des composés impliqués. Ainsi, certains flavonoides sont connus pour étre
des inhibiteurs ou des antagonistes d’activateurs de I'expression des genes nod,
empéchant ainsi la mise en place précoce de linteraction. Par exemple, la
fromonentine a un effet inhibiteur de I'expression des génes nod chez Rhizobium
trifolii [83], alors que ce méme composé active I'expression des génes nod de

Bradirhizobium japonicum.
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1.5.3 Etapes précoces de la symbiose Rhizobium/Légumineuses

Pour I'établissement de la symbiose, les Rhizobia induisent la formation d’'un
nouvel organe au niveau de la racine de la plante hote appelé nodule. Le nodule
racinaire est alors le lieu ou la prolifération bactérienne est possible, ainsi que la
réalisation de la fixation d’azote par ces micro-organismes. La mise en place des

nodosités se déroule en quatres étapes majeures (Figure 1.5).

Les cellules madicales — o
forment les nodules
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©) Formation du cordon & 'infection
par laquel les rhizcbiums pénétrer
dars les cellules vegetalas

Figure 1.5 : Différentes étapes de I'établissement de la symbiose lIégumineuse-
Rhizobia [84].

En premier lieu, les racines de la plante sécrétent des flavonoides (flavones,
flavanol, isoflavonoides...) dans la rhizosphére. La reconnaissance des
flavonoides par la protéine NodD des Rhizobia va permettre I'activation des génes
de I'opéron nod, induisant ainsi la synthése des facteurs Nod. Les facteurs Nod
induisent la déformation d’'un poil absorbant piégeant ainsi les bactéries et
permettant le développement du tube d’infection [84]. La spécificité d’interaction
se situe principalement a ce niveau de l'interaction car la structure du facteur Nod
produit par la bactérie sera reconnue (symbiose) ou non (échec de la symbiose)
par la plante [83]. La deuxiéeme étape est la forte induction de la biosynthese des

facteurs Nod pendant le développement du tube d’infection.
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L’expression des genes nod a l'intérieur du tube d’infection a été observée
dans de nombreuses espéeces de Rhizobia [85]. Les bactéries peuvent cheminer a
l'intérieur du tube d’infection et se loger dans le cytoplasme de la cellule hote par
un mécanisme ressemblant a I'endocytose. La présence de flavonoides dans les
racines semble étre essentielle pour stimuler la synthése de facteurs Nod dans le
tube d’infection [84]. La présence de facteurs Nod dans la racine augmenterait la
biosynthese de keampférol. La présence localement de ce flavonol inhiberait le

transport d’auxine, ce qui faciliterait la division cellulaire et I'initiation du nodule.

Des lors, les bactéries se différencient en bactéroides et activent leur
capacité de fixation de l'azote. Les nodules sont classés en deux types
morphologiques basés sur la croissance du méristeme [84]. On distingue
classiquement les nodules déterminés et les nodules indéterminés (Tableau 1.2).
Les nodules déterminés sont issus de l'auxése des cellules du méristéme apical
qui cesse son activité a maturation de la. Les nodules indéterminés sont issus de
méréses du méristeme apical persistant qui leur confere une croissance

longitudinale.

Cortex

Zl

Figure 1.6 : Coupe transversale d'un nodule de haricot (A) montrant la zone
infectée (ZI) entourée du cortex nodulaire. Agrandissement (B) d'une zone

corticale proche d'une trace vasculaire (TV), on observe les subdivisions en cortex
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externe (CE), cortex moyen (CM), cortex interne (Cl) et zone de distribution (ZD),
on distingue des cellules infectées (CIN) et des cellules non infectées (CNI) [86].

Le nodule du haricot est de type déterminé. Une coupe transversale
(Figure 1.6) montre un cortex qui entoure la zone infectée. Ce cortex nodulaire est
divisé en cortex externe (CE), moyen (CM) et interne (CI), les traces vasculaires
sont localisées entre le Cl et le CM. Une assise, dite zone de distribution (ZD),
séparerait le Cl de la zone infectée (ZI) centrale, siege de la fixation de l'azote

atmosphérique [87].

Les nodules déterminés ont une durée de vie courte, prédestinée. Par
conséquent, comme la racine grandit dans le sol, de nouveaux nodules sont
formés et d'autres sont perdus sur les parties plus vieilles du systéme racinaire. Le
nodule est une élaboration sphériqgue dans le cortex de la racine. Les nodules
indéterminés ont une croissance continue (en théorie) de plusieurs mois. Le
nodule est une structure spécialisée pour favoriser le fonctionnement de la
nitrogénase des bactéries. En effet, cette enzyme nécessite de I'ATP, mais est
complétement inhibée par I'oxygéne. Les plantes ont donc da évoluer pour
élaborer une barriére physique avec I'extérieur (endoderme sclérifié au niveau du
nodule), mais produit également dans le nodule de la leghémoglobine, protéine
fixatrice d’'O2 [88].

Tableau 1.2 : Différences principales entre les nodules de type déterminé et
indéterminé [89, 90].

Type de nodosité Déterminée Indéterminée

Exemples Glycine, Phaseolus, Lotus | Acacia, Médicago, Trifolium
Cordon d’infection Etroit Large

Site d’initiation du | Cortex externe Cortex interne

primordium nodulaire

Méristeme nodulaire Activité limitée Apical et persistant
Croissance nodulaire Division cellulaire Expansion cellulaire
Morphologie Circulaire Allongée

Cellules infectées matures | Non vacuolisées Ramifiée petites vacuoles
Forme d’exportation de | Uréides (allontoine) Acides aminés

I'azote fixé
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1.5.4 Fonctionnement des nodosités

Chacun des deux symbiontes constitue pour l'autre une source d'un des
éléments clefs de son métabolisme : I'azote moléculaire réduit par la nitrogénase
des bactéroides [79] est assimilé dans les cellules infectées de la plante héte et
exporté aux autres organes de la plante par le flux xylémien en échange de
photosynthétats acheminés sous forme de saccharose par le flux phloémien
jusqu'aux nodosités [91] (Figure 1.7). Les nodosités sont des composantes

nécessaires au fonctionnement de la nitrogénase.

Les deux composants de cette enzyme sont la protéine Mo-Fe et la protéine-
Fe. La dinitrogénase (protéine Mo-Fe) est un hétéro-tétramére composé de deux
sous-unités non identiques a2B2 codées par nifD et nifK. La dinitrogénase est
composée du cofacteur MoFe contenant du fer, du molybdene et du soufre [88],
qui est le site d’attachement et de réduction du substrat, ainsi qu’'un centre
composé de fer et de soufre qui recoit I'électron transféré directement de la

dinitrogénase réductase (NifH ou protéine-Fe) [87].

La dinitrogénase réductase (protéine-Fe) est un homo-dimere de 64 KDa,
Codée par le gene nifH, elle contient un centre d’oxydoréduction (4Fe-4S) [92]. La
protéine-Fe joue un rOle dans le transfert d’électrons a la dinitrogénase,

nécessaire a la réduction du substrat (N2) [92].

L’activité de la nitrogénase se fait selon un cycle précis qui comporte quatre
étapes essentielles. En premier lieu, on a la formation du complexe entre la
protéine-Fe, deux molécules d’ATP et la protéine-MoFe, suivie du transfert
d’électrons entre les deux protéines avec hydrolyse de I'ATP. Ensuite, une
dissociation de la protéine-Fe du complexe aura lieu avec une réduction du centre
(4Fe-4S) et une transformation de 'ATP en ADP. Ce cycle se répéte plusieurs fois
jusqu'a 'accumulation d’'un nombre suffisant d’électrons apte a réduire le substrat,
ce processus de réduction nécessite un environnement anaérobie vu la sensibilité

de la nitrogénase a I'oxygéne [93].
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Figure 1.7 : Schéma illustrant le métabolisme général de la fixation symbiotique
de N2 au niveau des nodules et les échanges de métabolites avec la partie
aérienne [91].

2. Effet de la salinité sur la culture du haricot

2.1 Généralités sur la culture du haricot

Le haricot Phaseolus vulgaris L. est une plante annuelle appartenant a
l'ordre des Fabales et a la famille des Fabacées dont les feuilles sont trifoliées. Le
systéme radiculaire est constitué d’'une racine principale et de nombreuses racines
latérales qui se tiennent horizontales sur 10 cm de long. Sur celles—ci se
développent des nodosités formées par des bactéries du genre Rhizobium. Ces
bactéries fixent I'azote de l'air en puisant I'énergie nécessaire dans les sucres que
la plante leurs fournit. Cet azote est restitué a la plante sous forme de composés
azotés assimilables. L’état structural du sol influence la profondeur d’enracinement
de la plante (de 30 cm en conditions défavorables a 1 m dans d’excellentes
conditions) et aussi son alimentation hydrique, déterminante pour la croissance de

la plante [94, 95, 96, 97].
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2.2 Facteur affectant la fixation de I'azote atmosphérique chez le haricot

Le haricot cultivé est extrémement sensible aux contraintes biotiques
(maladies, ravageurs...), ainsi qu’aux contraintes abiotiques telles que la chaleur,
le froid, la sécheresse, I'excés de lumiére, 'excés d’eau, le choc osmotique et la
salinité. On estime que 90% des terres arables sont soumises aux stress
abiotiqgues [11]. Certaines de ces contraintes, telles que la sécheresse, les
températures extrémes et la haute salinité limiteraient fortement la productivité des
cultures. La sécheresse est I'un des principaux facteurs limitant la productivité des
cultures dans le monde [98] et les variétés ayant une forte tolérance a cette
contrainte sont importantes pour le maintien d’'un bon rendement dans les régions
ou les saisons seches sont fréquentes. Environ 60% des haricots produits
proviennent des régions soumises a un déficit hydrique. La sécheresse qui réduit
de plus de 50% le rendement du haricot, est la deuxieme contrainte affectant le
rendement de cette espece apres les maladies [99, 100].

Les hautes températures (> 30°C le jour et > 20°C la nuit) entrainent une
réduction de rendement chez le haricot a cause d’'une transpiration excessive de
la plante [101].

La salinité du sol peut inhiber la croissance et réduire le rendement du
haricot a cause d’une toxicité et d’'un déseéquilibre ioniques, et d’'une réduction du

potentiel hydrique de la plante [102].

2.3 Généralités sur la salinité

2.3.1 Définition

La salinité des sols et celles des eaux d’irrigation désigne la surcharge de
ces derniers en sels minéraux solubles. Elle est causée par la combinaison de
quatre cations (Ca2*, Mg2*, K et Na*) et de quatre anions (Cl-, SO42-, NO3- et
HCO3-) [103]. Les sols salins se caractérisent par la présence dans la rhizosphére
de sels solubles en concentration suffisamment élevée pour nuire a la plupart des
plantes [104]. La salinité du sol est causée par une combinaison de facteurs
géologiques, climatiques et agronomiques [105]. La salinité qui était présente
avant la colonisation des terres est souvent appelée salinité historique ou primaire,

tandis que les cas de salinité soupconnés s’étre développés principalement apres
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cette colonisation sont souvent appelées remontées salines ou la salinisation

secondaire [106].

2.3.2 Problemes de salinité des sols

Plusieurs contraintes environnementales sont limitantes pour la croissance et
le développement des légumineuses. La salinité et la sécheresse sont considérés
comme deux facteurs majeurs influant I'agriculture dans les zones arides et semi

arides.

Approximativement 40 % des surfaces sur terre sont caractérisés par la
présence d'un probleme potentiel de salinité. Les sols salins sont caractérisés par

un niveau toxique des chlorures et sulfates de sodium [106].

Les régions du bassin méditerranéen sont fortement touchées par ce fléau,
et le faite d’essayer de lutter contre la sécheresse par l'irrigation, rajoute aux sols
une contrainte de salinisation dite secondaire. Dans ce contexte, améliorer la
tolérance des plantes a la sécheresse et la salinité constitue une proposition

attractive pour les agriculteurs [105].

De nos jours, la pression devient plus forte pour chercher a combattre et
trouver une solution a la salinité des sols pour les plantes cultivées. Cette urgence
suggere que des méthodes efficaces soient requises pour améliorer la tolérance
au sel pour de nombreuses variétés de plantes cultivées. De nombreuses
techniques puissantes se sont développées pour altérer des genes et leur
expression dans des plantes. Mais elles n’ont pas été largement utilisées pour

I'amélioration de la tolérance aux stress abiotiques.

2.3.3 Effet de la salinité sur les plantes

La salinité affecte différents mécanismes physiologiques et la nécessité de
survivre dans un environnement salin nécessite de multiples mécanismes
d’adaptation pour les plantes [107]. L’évolution de ces mécanismes adaptatifs
implique un ensemble complexe de parametres parmi lesquels beaucoup ne sont

pas encore connu.

Le stress salin a un triple effet: il réduit le potentiel hydrique, cause un
déséquilibre ionique ou des perturbations en homéostasie ionique et provoque

une toxicité ionique. Cet état hydrique altéré conduit a une croissance réduite et
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limitation de la productivité végétale. Depuis que le stress salin implique aussi bien
le stress osmotique qu'ionique, l'arrét de la croissance est directement relié a la

concentration des sels solubles ou au potentiel osmotique de I'eau du sol [108].

La salinité est un facteur environnemental trés important qui limite la
croissance et la productivité [108]. Durant le début et le développement du stress
salin a lintérieur de la plante, tous les processus majeurs tels que : la
photosynthése, la synthése des protéines, le métabolisme énergétiques... sont
affectés. La premiére réponse est la réduction de la vitesse d'extension de la

surface foliaire, suivi par l'arrét de I'extension avec l'intensification du stress [109].

2.3.4 Effets de la salinité sur la symbiose rhizobia-léqumineuses

2.3.4.1 Les rhizobia associés au haricot

Le terme Bacillus-Phaseolus a été donné au Rhizobium du haricot par
Beijerinck [110] afin de le distinguer de toutes les autres souches de Rhizobium.
Plus tard, Schneider [111] proposa le nom de Rhizobium franki var majus pour les
Rhizobium symbiotiques en les distinguant de Rhizobium franki var minus pour P.
vulgaris. Cependant les désignations de Schneider n'étaient pas valables sur le
plan taxonomique et Rhizobium phaseolus devient la forme acceptée en 1926
[112].

Le haricot est une plante capable de former des nodules effectifs avec des
groupes bactériens génétiquement hétérogenes d'origines différentes [113]. En
plus de R. leguminosarum bv. phaseoli [114], R. tropici [115, 113], R. etli [116],
Sinorhizobium meliloti et R.. leguminosarum bv. trifolii [117], deux nouvelles
espéces capables de former des nodules sur les racines du haricot ont été

décrites, R. gallicum bv. phaseoli et R.giardinii bv. phaseoli [118].

D'autres especes déja caractérisées mais non classées génétiquement,
Rhizobium sp. BR816 [119], Rhizobium sp. NGR234 [120] et Rhizobium sp. GRH2

[121] sont également capables d'induire la nodulation du haricot.

2.3.4.2 Effet sur le processus d’infection et le développement des nodules

Le stress salin peut affecter la symbiose |légumineuse-rhizobia indirectement,
en réduisant la croissance de la plante hote et en affectant certains de ses

processus physiologiques ou bien directement en inhibant le processus d'infection
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et le développement des nodules [122]. Chez des cultivars tolérants de pois
chiche, la salinité a inhibé le processus d'infection et elle a affecté la taille et le
nombre de nodules [123], chez la féve, on observe une inhibition du cordon
infectieux [124]. En général, les premieres étapes de la nodulation sont plus

sensibles au stress salin que plus tard [122].

2.3.4.3 Effet sur 'activité de la nitrogénase et la respiration nodulaire

La salinité inhibe l'activité de la nitrogénase [122] et |a respiration nodulaire
qui provoque, par la suite, une diminution des teneurs en azote total dans la plante
[125]. La réduction de l'activité fixatrice de N2 par le stress salin est généralement
due a la réduction de la respiration nodulaire [126]. Cette réduction est due a une
limitation de I'O2 ou du substrat N2 [127] ou une diminution de la production de

protéines cytosoliques par les nodules [128].

Vadez [129] et Serraj et al [130] ont montré que l'augmentation de la
pression d’oxygéne dans le milieu d’'une racine nodulée permet de supprimer
I'effet inhibiteur du stress salin sur l'activité réductrice de I'acétyléene. D’autres
résultats suggérent que I'accumulation des ions toxiques (Na* et CI) dans les
nodosités peut affecter le métabolisme dans ces organes et inhiber leur activité
fixatrice de N2 [128].

2.3.4.4 Effet sur le métabolisme carboné

L’azote moléculaire fixé par la nitrogénase des bactéroides est acheminé aux
feuilles par le flux xylémien et I'énergie nécessaire a cette fixation est fournie par

la plante sous forme du saccharose a travers le phloéme.

Dans le cytosol des cellules infectées, de fortes activités sucrose synthase et
invertase sont présentes et ces activités permettent I'hydrolyse du saccharose en
glucose. Le glucose est ensuite métabolisé en phosphoénol pyruvate, en
oxaloacétate, en malate et en succinate. Le malate et le succinate constituent la
principale source carbonée des bactéroides [131]. Le malate est une composante
clé chez le métabolisme carboné des plantes et il est synthétisé par l'action de
phosphoénolpyruvate carboxylase (PEPC, EC 4.1.1.31) et la malate
déshydrogénase (MDH, EC 1.1.1.37).

Dans les nodules de luzerne et de haricot, la salinité provoque une inhibition

des activités phosphoénolpyruvate carboxylase (PEPC, EC 4.1.1.31) et de la
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malate déshydrogénase (MDH, EC 1.1.1.37), ces dernieres sont nécessaires pour
fournir aux bactéroides le carbone a partir des hexoses-6P [128, 125]. Dans les
nodules de pois chiche, ces activités enzymatiques ont montré le méme

comportement sous stress hydrique [132].

2.3.5 Les stratégies d’adaptation

La prévention des dommages causeés par le stress salin et leur réparation
sont nécessaires pour la survie des cellules. Ces stratégies peuvent inclure des
changements morphologiques, biochimiques et physiologiques (l'ajustement
osmotique, I'accumulation des osmoprotecteurs, induction de stress anti-oxydatif
et d'autres adaptations physiologiques telles que la modification de la croissance

de la partie racinaire et aérienne et la transpiration) [133].

2.3.5.1 Ajustement osmotique

Les plantes en général et la symbiose rhizobienne en particulier, détectent le
stress salin a travers le signal ionique (Na*) et osmotique. L’'excés de Na+ peut
étre détecté par les protéines transmembranaires ou les enzymes récepteurs de
Na+ [134]. L’excés de Na* et CI" provoque des changements conformationnels de
structures de protéines et de la dépolarisation membranaire qui peuvent conduire
a la perception de la toxicité ionique. Le stress osmotique imposé par la salinité
conduit a la perte de la turgescence des cellules et le changement du volume
cellulaire [135].

En général, les ions Na* entrent en concurrence avec les ions K*, a travers
les cotransporteurs Na'/K* et peuvent également bloquer les transporteurs
spécifiques de K* de cellules racinaires. Les antiports Na'/H* de membrane
plasmique, pompent le Na" a partir des cellules racinaires pour étre transporté
vers les feuilles. Ce transport est la premiere ligne de défense qui sert a empécher

I'accumulation de Na+ dans le cytosol [134].

Sous la salinité, la séquestration vacuolaire de Na+ est une stratégie
importante et rentable pour l'ajustement osmotique et au méme temps elle peut
réduire la concentration de Na® cytosolique. Les antiports vacuolaires Na'/H"
utilisent le gradient de protons générés par la H' vacuolaire/adénosine
triphosphatase (H'/ATPase) et H+/pyrophosphatase inorganique (H*/PPase) pour

la séquestration Na+ dans la vacuole. Le stress salin active les H+/ATPase et
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H+/PPase des tonoplastes [136]. Par conséquence, la coordination entre les
antiports Na+/H+, H+/ATPase et H+/PPase est cruciale pour la tolérance au stress

salin.

2.3.5.2 Réqulation de la croissance

Sous stress salin, Munns et Termaat [137] ont mentionné que la croissance
racinaire est moins touchée par rapport a celle de la partie aérienne. En effet, le
maintien d’une croissance racinaire constitue un caractére adaptatif dans un
environnement de faible disponibilité en eau tel que le milieu salin. L’allongement
racinaire peut étre di a une augmentation de l'activité des enzymes impliquées
dans la construction du cytosquelette: telle que la xyloglucan
endotransglycosylase [138]. L’autre cause peut étre 'accumulation de la proline
[11]. Ces deux actions sont régulées par I'acide abcissique (ABA), qui est induit

par le stress salin [139].

2.3.5.3 Biosynthése d’osmoprotecteurs

Sous stress salin, la concentration des sucres solubles augmente dans les
nodules des légumineuses. Parmi ces sucres on trouve le tréhalose comme
substrats osmoprotecteurs [140, 141]. En plus, la salinité provoque 'augmentation
des aminoacides dans les nodules de haricot qui peut étre expliguée par
I'ajustement osmotique ou la dégradation des protéines [142]. Chez M. truncatula
transgeénique la salinité a provoqué I'accumulation de proline dans les nodules qui

a amélioré la croissance et la fixation symbiotique d’azote [143].

2.3.5.4. Induction du métabolisme oxydatif

Le stress salin induit la production et la formation des formes réactives de
'oxygéne (FRO, les radicaux superoxides (O2°), les peroxydes d’hydrogéne
(H202) et les radicaux hydroxyles (OH"). Ces formes causent des dommages
oxydatifs a différentes composantes cellulaires tels que les lipides membranaires,
les protéines et les acides nucléiques [144].

En effet, 'oxygéne est un facteur critique pour la FSA sachant que la
nitrogénase est trés sensible a sa présence et irréversiblement inhibée dans un
temps trés court [145]. En outre, des études ont montré que linhibition de la
nitrogénase par '0O2 est le résultat de la formation du radical hydroxyle au niveau

du site actif de I'enzyme et que les FRO peuvent résulter de I'oxydation de la
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nitrogénase et de la ferrédoxine, mais surtout de [I'auto-oxydation de Ila
leghémoglobine [146].

Pour atténuer et réparer les dommages causés par la production de ces
FRO, les nodules ont un systeme complexe des antioxydants [147]. Parmi les
composantes de ce systeme on trouve les caroténoides, ascorbates, tréhaloses,
glutathions, tocophérols et les enzymes comme les peroxydases (PO),

polyphénoloxydases (PPO), superoxyde dismutase (SOD), catalase (CAT) [144].
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CHAPITRE 2

MATERIELS ET METHODES

1. Matériels biologigues et conditions de culture

1.1 Matériel véqgétal

Le matériel végétal ayant fait 'objet de cette étude est constitué de graines
de la variété de haricot «Tema », caractérisée par une gousse longue et rectiligne
de couleur vert brillant tres uniforme. La graine est de couleur marron mouchetée

en rose clair.

Les graines ont été désinfectées par trempage dans l'eau javellisée a 6°
pendant 20 minutes, suivi de trois rincages successifs, de 3 minutes chacun, dans
de l'eau distillé stérile et aprés le dernier ringage, on les laisse gonfler pendant 1
heure. Apres désinfection des graines, elles sont mises en germination sur papier
filtre stérile imbibé d'eau a l'obscurité totale (enveloppées avec du papier
aluminium) a la température ambiante (18 — 22 °C) pendant 2 a 3 jours, jusqu’a

I'apparition des radicelles.

1.2 Souches bactériennes

1.2.1 Pseudomonas fluorescens

Une souche de Pseudomonas fluorescens a été utilisé dans notre
expérimentation, il s’agit de la souche C7R12 qui est un mutant spontané de la
souche sauvage C12, et dont l'effet bénéfique sur la phytostimulation a été
confirmé, elle a été isolée a partir du sol de Chateaurenard (France) et
gracieusement fourni au laboratoire de mycologie (département de biotechnologie,

université de Blida 1) par P. Lemanceau (INRA Dijon, France).
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La pureté de la souche a été vérifiée sur le milieu King B [148] (Appendice A,
Annexe 1), en réalisent plusieurs repiquages successifs. Les souches purifiées ont

été conservées a 4° C.

1.2.2 Rhizobium phaseoli

La souche de Rhizobium phaseoli utilisée provient du laboratoire
d’Agriculture biologique (CSIl. Cordoba Espagne) La pureté de la souche a été
vérifiée sur milieu PDAE (Potatos Dextrose Agar Extrait de levure) (Appendice A,

Annexe 2).

1.3 Préparation des inoculums

L’inoculum de la souche de Pseudomonas a été obtenu a partir de cultures
bactériennes agées de 24 a 36 heures cultivées sur le milieu King B. Les
suspensions bactériennes ont été préparées dans de l'eau distillée stérile.
L’'inoculum de la souche de Rhizobium a été préparé a partir de cultures

bactériennes agées de 4 jours cultivées sur le milieu PDAE.

Les concentrations bactériennes ont été ajustées a 10® CFU/mI a l'aide d’un
spectrophotométre (Shimadzu), aux longueurs d’ondes A =580nm pour la souche

de Pseudomonas, et 600 nm pour la souche de Rhizobium.

1.4 Inoculation bactérienne

Aprés germination des graines, elles sont sélectionnées pour utiliser dans
notre expérimentation des plantules dont la radicule est de taille identique
(2-3 mm), et semées dans des alvéoles de 5 cm de profondeur contenant de la
tourbe stérile a raison d’'une graine par alvéole a une profondeur de 2 cm. Les
alvéoles sont immédiatement arrosées avec 'eau distillée pour permettre un bon
contact sol graine. 50% des graines ont été bactérisées avec la souche

Pseudomonas a raison de 5 ml de suspension bactérienne par alvéole.

L’inoculation avec la souche de Rhizobium a été effectuée trois jours apres le

semis (apres la formation des racines et des poiles absorbants).
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Afin d’assurer un niveau suffisant en population bactérienne dans les pots,
un rappel de bactérisation pour chague souche a été réalisé aprés une semaine
de la date de semis pour la souche Pseudomonas et 10 jours pour la souche de
Rhizobium.

1.5 Protocole expérimental et conduite culturale

Lorsque les plantules atteignent le stade deux feuilles, elles sont
transplantées soigneusement a raison d’'une plantule par pot et déposée sous en
verre (Département de biotechnologies, université de Blida), dans des pots (20 cm

de diametre et 35 cm de profondeur) contenant du sol stérile.

1.5.1 Dispositif expérimental

Notre essai a été conduit selon un dispositif en randomisation complete
comprenant 16 traitements étudiés, ou chaque traitement comprend trois
répétitions, soit 48 plants au total. L’expérimentation vise a étudier les effets

individuels et en interaction de deux facteurs :

eFacteur 1: représente l'effet de la bactérisation, désigné par 3 niveaux
d’application individuelle et combinée: Pseudomonas fluorescens C7R12,
Rhizobium phaseoli et Pseudomonas fluorescens C7R12 + Rhizobium phaseoli.

eFacteur 2 : la salinité qui est représentée par 4 niveaux qui correspondent
aux concentrations en NaCl : de 0 g/l, 3 g/l, 8 g/l et 12 gl/l.

Au total, notre essai propose I'étude de 16 traitements dont : 12 traitements
correspondent a linteraction des 2 facteurs (F1 X F2 = 3 x 4) et 4 traitements
représentés par les témoins avec les différentes concentrations mais sans

bactérisation.

L’irrigation a été assurée par la solution nutritive de HOAGLAND [149]

(Appendice A, Annexe 3), a raison d’une irrigation tous les 3 jours.
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1.5.2 Application du stress salin

Les concentrations (3; 8 et 12 g/l en NaCl) ont été choisies suite a des
essais préliminaires montrant que la limite de tolérance de I'haricot au NaCl est de
8 g/l. Lirrigation des plants témoins est assurée par la solution nutritive de
HOAGLAND, tandis que lirrigation avec la solution saline est assurée par la
solution nutritive de HOAGLAND additionnée par les différentes concentrations en
NacCl : 3g/l, 8g/l ou 12g/I.

L’application du stress salin commence au stade 5 feuilles, et afin de limiter
le choc osmotique, les lots de plantules ont été amenés progressivement (durant

les trois jours suivants) a la concentration désirée en sel.

L’irrigation avec la solution saline s’effectue tous les trois jours. Une irrigation
a I'eau distillée est appliquée aprés 2 applications de la solution saline afin d’éviter

’accumulation du NaCl dans le substrat de culture.

2. Evaluation de la germination

Dans le but de déterminer les effets biostimulateurs de nos souches sur la
germination des graines de haricot a différentes concentration en NaCl, un essai

de germination a été effectué.

Les graines, au nombre de 10, sont lavées abondamment a I'eau, puis
rincées a l'eau distillée. Les graines bactérisées par les différentes applications
bactériennes sont inoculées dans des suspensions bactériennes différentes
préparées préalablement pendant 2 heures, alors que les graines non bactérisées
sont plongées dans de l'eau distillée stérile. Elles sont ensuite mises a germer
dans des boites de Pétri de 10 centimétres de diamétre, entre deux couches de
papier filtre, humecté avec 20 ml d’eau distillée pour le témoin et avec 20 ml de
'une des solutions salées, selon ayant les concentrations appliquées (3 g/l, 8 g/l
ou 12 g/l de NacCl). Les boites sont ensuite enveloppées dans un sachet en
plastique pour éviter I'évaporation de l'eau, et mises a l'obscurité dans un

incubateur a 26 °C et une humidité relative de l'air variant entre 78 a 93%. La
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germination est repérée par la sortie de la radicule hors des téguments de la
graine. Au cours de cet essai les parametres étudiés sont:

-Taux de germination final: ce parametre constitue le meilleur moyen
d’identification de la concentration saline qui présente la limite physiologique de
germination des graines d’haricot. Il est exprimé par le rapport nombre de graines

germeées sur nombre total de graines.

-Cinétique de germination: pour mieux appréhender la signification de I'effet
des deux facteurs étudiés sur I'évolution du nombre de graines germées de I'étape
cruciale d’absorption de l'eau par la graine jusqu'a I'élongation de [l'axe
embryonnaire et '’émergence de la radicule, Le nombre de graines germées est
noté a 12; 24; 36; 48; 72, 96, 108 et 120 heures aprés le début de I'expérience.

3. Les paramétres ecophysiologiques étudiés

Il est difficle de suivre le comportement d’'une plante a partir d’un seul
parametre, en effet le suivi du comportement des plantes vis-a-vis du stress salin

a été baseé sur plusieurs parameétres morphologiques et physiologiques.

3.1 Paramétres morphologigues

3.1.1. Mesure de la croissance en longueur

Les plants ont été récoltés en séparant les racines des tiges. Les systemes
racinaires ont été lavés soigneusement a I'eau puis essorés rapidement avec du
papier absorbant. Les longueurs des parties aériennes et souterraines ont été
mesurées a l'aide d’'une regle graduée. Les valeurs données sont les moyennes

des trois répétitions de chaque traitement.

3.1.2. Mesure de la croissance pondérale

La biomasse exprimée en gramme a été effectuée par pesée de la matiere
fraiche, puis de la matiere seche aprés étuvage a 85 °C, jusqu’a I'obtention d’un

poids constant (48 h).
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3.1.3. Nombre de feuilles et surface foliaire

Les feuilles ont été détachées et dénombrées a la fin de I'expérimentation. la
mesure de la surface foliaire est effectuée par la suite a I'aide d’'un planimeétre

(scanner de type : Area Meter AM200).

3.2 Nombre de nodules

Le nombre de nodules est comptabilisé a la fin de I'expérimentation. La
partie racinaire de chaque plant est soigneusement débarrassée du substrat

adhérant, afin de dénombrer les nodules développés sur les racines.

3.3 Parametres physiologiques

Dans le but de déterminer la capacité de nos souches sur 'amélioration de la
tolérance des plants de haricot avec les différentes concentrations de NaCl, nous
avons tenté d’évaluer les effets sur des parametres physiologiques, en relation

avec la teneur en osmoprotecteurs:

3.3.1. Dosage des sucres solubles totaux

Les sucres solubles totaux (saccharose, glucose, fructose, leurs dérivés
méthyles et les polysaccharides) sont dosés par la méthode au phénol de Dubois
et al [152]. Elle consiste a prendre 100 mg de matiére fraiche (1/3 médian de la
feuille), placées dans des tubes a essais, on ajoute 3 ml d’éthanol a 80% pour
faire I'extraction des sucres. On laisse a température ambiante pendant 48h a

'obscurité.

Au moment du dosage les tubes sont placés dans I'étuve a 80°C pour faire

évaporer I'alcool. Dans chaque tube on ajoute 20ml d’eau distillée a I'extrait.

Dans des tubes a essais propres, on met 2ml de la solution a doser, on
ajoute 1ml de phénol a 5% (le phénol est dilué dans de I'eau distillée); et 5ml
d’acide sulfurique concentré 96%, tout en évitant de verser de l'acide sur les
parois du tube. Une solution jaune orange a la surface est obtenue sera
homogénéiser a I'aide d’'un vortex. Aprés 10 mn de repos, les tubes sont placés

au bain-Marie pendant our 10 a 20mn a 30°C (La couleur de la réaction est stable
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pendant plusieurs heures.). Les mesures d’absorbances sont effectuées a une
longueur d’ondes de 485 nm. Enfin des résultats des densités optiques sont

rapportés sur une courbe étalon (Figure 2.2) des sucres solubles (exprimés en

glucose).
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Figure 2.1: Courbe étalon du dosage des sucres totaux.

3.3.2 Dosage de la proline

La méthode appliqguée pour le dosage de la proline est celle de Troll et
Lindsley [150], modifiée par Monneveux et Nemmar [151]. Elle consiste a prendre
100 mg du matériel végétal (1/3 médian de la feuille), puis a ajouter 2 ml de
méthanol a 40 %, le tout est chauffé a 85°C dans un bain- Marie pendant 60mn.
Apres refroidissement, on préléve 1 ml d’extrait auquel on ajoute : 1 ml d’acide
acétique (CH3COOH) ; 25 mg de ninhydrine (CeHgO4) et 1 ml de mélange
contenant : 120 ml d'eau distillée ; 300 ml d’acide acétique ; 80 ml d'acide
orthophosphorique (H3P0O,4.d=1.7).

La solution obtenue est portée a ébullition pendant 30 mn a 100°C. La
solution vire au rouge. Apres refroidissement, 5 ml de toluene sont rajoutés a la
solution qui est agitée. Deux phases se séparent : une phase supérieure de
couleur rouge contenant la proline et une phase inférieure transparente sans
proline. Aprés avoir éliminé la phase inférieure, la phase supérieure est récupérée
est déshydratée par I'ajout d’'une spatule de Sulfate de Sodium Na,SO, anhydre

(pour éliminer 'eau qu’elle contient).
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On détermine la densité optique (Do) a I'aide d’'un spectrophotomeétre a une
longueur d’'onde de 528 nm. Les valeurs obtenues sont converties en taux de
proline en utilsant une courbe étalon (Figure 2.1), préalablement établie a partir
d’'une série de solutions de concentration en proline connue. Cette courbe est

utilisée pour déterminer les teneurs en proline dans les feuilles des plantes.
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Figure 2.2: Courbe étalon du dosage de la proline.

4. Analyse statistique

Les effets des différents traitements ont été étudiés par l'analyse de la
variance (a < ou = a 5%) a un et a deux facteurs de classification. Les analyses

ont été réalisées a I'aide du logiciel STATISTICA version 6.

La signification des différences entre les traitements est exprimée en fonction
de la probabilité (P).



50

CHAPITRE 3
RESULTAS

1. Evaluation de la Phytostimulation

1.1 Taux de germination

Les résultats de la germination des graines d’haricot inoculées par les
différentes applications bactériennes, en milieu salin, indiquent qu’a I'exception
des graines non bactérisées conduites a 3 et 8 g/l en NaCl et celles conduites a
129/l (bactérisées et non bactérisées), toutes les graines des autres traitements
ont germé au bout de 5 jours. Les résultats indiquent également que I'inoculation
bactérienne stimule considérablement la germination des graines en présence et
en absence de NaCl. Les réponses aux applications individuelles de Rhizobium et
de Pseudomonas sont pratiquement similaires dans toutes les situations, tandis
que leur coinoculation combinée montre de meilleurs résultats (Appendice E,
Tableau 1).

En comparant les traitements non bactérisés et stressées au témoin non
stressé et non bactérisé, il s’avére que la germination des graines est
négativement affectée avec les différentes concentrations en NaCl et diminue
progressivement avec leur augmentation a raison de 10% a 3 et 8 g/l de NaCl et
de 50% a 12 g/l. il est a noter également qu’a 3 et 8 g/l le taux final de germination
des graines bactérisées n’a pas été affecté, alors qu’a 12 g/l ce dernier a diminué
de 20% pour les graines inoculées par les deux souches individuellement et de
10% pour les graines inoculées par leur combinaison, par rapport au témoin non

stressé (Appendice E, Tableau 1).

Malgré I'effet délétere du NaCl, l'application, individuelle ou combinée, des
deux souches améliore significativement le taux final de germination, notamment
avec la concentration de 12 g/l ou 'amélioration était respectivement, de 60% et
de 80%.
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1.2 Cinétigue de germination

Le suivi de la cinétique de la germination, a travers les différents traitements

étudiés, permet de distinguer 3 phases (Figure 3.1):

- une phase de latence, précédant linitiation de la germination, qui est
globalement et sa durée reste variable selon ['inoculation bactérienne et la
concentration en NaCl. Elle est courte, de l'ordre de 24 h chez tous les
traitements, a I'exception de ceux soumis a 12g/l ou elle devient plus au mois

longue et a duré jusqu’a 60h.

- une phase linéaire, correspondant a une augmentation rapide du taux de
germination qui évolue proportionnellement au temps, elle est bien apparente

chez tous les traitements soumis aux concentrations inférieures a 8 g/l.

- une troisieme phase correspondant a un palier, représentant le
pourcentage final de germination et traduisant la capacité germinative dans les

conditions de I'expérience.

Par voie de comparaison entre les applications bactériennes, il parait que le
nombre de graines germées en coinoculation des deux souches évolue plus
rapidement que leurs applications individuelles en milieu dépourvu de NacCl.
Cependant les graines inoculées par la combinaison des deux souches atteignent
70% de germination seulement a 36h et 100% au bout de 60h, alors qu’avec les
applications individuelles des deux souches le taux final de germination n’est

atteint qu’apres 84h, au méme titre pour les graines non inoculées.

En présence des différentes concentrations en NaCl, I'évolution du taux de
germination devient de plus en plus lente pour toutes les graines inoculées par les
différentes applications bactériennes. En effet, au temps nécessaire pour La
germination de toutes les graines pour I'application individuelle des deux souches
(84h), le taux de germination a diminué de 20, 30 et 60% respectivement a 3, 8 et
12 g/l pour la souche Rhizobium, et de 20 et 60% respectivement a 8 et 12 g/l
pour la souche Pseudomonas. Pour la combinaison des deux souches a 60h, le
taux de germination a diminué de 10, 30 et 60% respectivement a 3, 8 et 12 g/l

(Appendice E, Tableau 1).
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Figure 3.1 : Effet des différentes applications bactérienne sur la cinétique de germination des graines
mises a I’obscurité aux différentes doses de NaCl (A:a0g/l,B:a3g/l,C:a8¢g/l,D:al2g/l).

Rh : Rhizobium phaseoli.

Ps : Pseudomonas fluorescens C7R12.
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1.3. Parameétres morphologigues de la partie aérienne

1.3.1 Nombre des feuilles

L’analyse de la variance (ANOVA) a montré que la bactérisation des plants
procure un effet hautement significatif sur le nombre des feuilles (Appendice B,
Annexe 1). L’estimation de ce parameétre a révélé un effet phytostimulateur sur
tous les plants bactérisés, avec des valeurs moyennes de 24,33 avec la souche
Rhizobium, de 24,66 avec la souche Pseudomonas et 29 avec leur combinaison
(Tableau 3.1).

Les résultats indiquent que suite a I'application de NaCl, une nette différence
en nombre de feuilles a été constatée, par rapport aux témoins respectifs. Le
nombre des feuilles des plants stressés est significativement influencé par les
variations du milieu a travers I'addition des différentes doses de NaCl (Appendice
C, Annexe 1). En effet et d’aprés la comparaison des moyennes obtenues, nous
n‘avons constaté aucune distinction a 3 et a 8g/l, néanmoins le nombre des
feuilles des plants conduits a 12g/l est nettement inférieur, avec des valeurs
respectives de 7 et 16,33 (Figure 3.2).

L’analyse statistique des résultats a montré un effet hautement significatif de
la variabilité de ce paramétre en fonction de linteraction (PGPR X NacCl)
(Appendice D, Annexe 1). Par rapport a leurs témoins bactérisés non stressés, il
semble que toutes les application bactériennes sont sensiblement affectées aux
différentes doses de NaCl ou les valeurs diminuent progressivement avec
'augmentation des doses de sel atteignant a 12 g/l des valeurs de 9,667 par
rapport a 24,33 pour la souche Rhizobium phaseoli, 13,333 par rapport a 24,667
pour la souche Pseudomonas, et 12 par rapport a 29 pour la coinoculation des

deux souches (Figure 3.2, Tableau 3.1).

Le nombre des feuilles chez les plants bactérisés, conduits sous stress salin,
est nettement supérieur par rapport a celui enregistré chez les plants stressés non
bactérisés (Figure 3.3). En effet, a 3 g/l le meilleur résultat de 30 feuilles est
enregistré chez les plants inoculés par la souche Pseudomonas, suivi par la
combinaison Rh+Ps avec un nombre de 24, et en dernier lieu, en application de la
souche Rhizobium, ou le nombre moyen de feuilles est de 18, restant toujours

supérieur au témoin qui est de 17,33 feuilles.
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A la concentration de 8g/l, la combinaison Rh+Ps entraine une augmentation
en nombre de feuilles qui atteint 21,66 par rapport aux plants non bactérisés
(16,33). Avec [l'application individuelle des souches de Rhizobium et de
Pseudomonas le nombre de feuille est, respectivement, de 15,33 et de 14. Chez
le témoin non bactérisé, avec la concentration de 12 g/l, le nombre de feuilles
moyen est de 7 feuilles, alors qu’en application de la bactérisation, il y a une nette
progression : Pseudomonas 13,33 feuilles; la combinaison Rh+Ps 12 feuilles et
Rhizobium 9,66 feuilles (Figure 3.3, Tableau3.1).

1.3.2 Surface foliaire

L’examen des surfaces foliaires montre des effets de phytostimulation trés
hautement significatifs, en présence de l'inoculation bactérienne (Appendice B,
annexe 2). En effet, nous avons enregistré une tres bonne augmentation chez
tous les plants bactérisés par rapport a ceux non bactérisés (Figure 3.4). La
coinoculation des deux souches s’est montrée plus efficiente avec une moyenne
de 498,94 cm?, suivi par la souche Pseudomonas avec 326,48 cm?, alors que la
souche Rhizobium a enregistré la plus faible surface foliaire avec une valeur de
314,65 cm? (Tableau 3.1).

D’apres les résultats, nous avons remarqué que l'application des doses du
NaCl sur les plants d’haricot a induit une nette différence qui est trés hautement
significative (appendice C, annexe 2) de la surface foliaire par rapport a leurs
témoins et ce, pour les différentes doses testées (Figure 3.5). En effet, il semble
qu’'a 3 et a 8¢/l la surface foliaire a été stimulée donnant des valeurs respectives
de 236,82 et 168,965 cm?, tandis que la dose 12g/l fait chuter la surface foliaire &
67,352 cm? (Tableau 3.1).

Les résultats de variations de la surface foliaire en fonction de la bactérisation
et des traitements salins sont présentés dans la figure 3.5, cette figure montre que
'augmentation de la dose du sel chez tous les plants bactérisés s’accompagne

d’'une diminution de la surface foliaire.
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Figure 3.4: Effet de I’inoculation
individuelle ou combinée des deux
souches PGPR sur la variation de
la surface foliaire.

A : Traitement sans bactérie.

B : Traitement inoculé par
Rhizobium phaseoli.

C : Traitement inoculé par
Pseudomonas C7R12

D : Traitement inoculé par la
combinaison Rhizobium sp+
Pseudomonas C7R12.

Figure 3.5 : Effet du NaCl sur la
surface foliaire du haricot.

A: 0 g/l NaCl,

B: 3 g/l NaCl,

C: 8 g/l NaCl,

D: 12 g/l NaCl.

L’efficacité des deux souches, en utilisation individuelle ou combinée,
diminue progressivement avec l'augmentation de la concentration en sel, a
I'exception de la souche Pseudomonas C7R12 ou elle s’est montrée légérement
stimulée par rapport a son témoin bactérisé non stressé, avec des valeurs
respective de 343, 954 et 326,482 cm?. A 12g/l, I'effet a été trés prononcé surtout
avec l'utilisation individuelle de Rhizobium phaseoli qui s’est montrée trés sensible
par rapport a son témoin bactérisé non stresse, avec des valeurs respectives de

87, 284 et 314, 654 cm?. La combinaison des deux souches a été également
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affectée tres négativement par rapport a son témoin bactérisé non stressé,
respectivement, avec les valeurs de 152,56 et 498,944 cm?, tandis que I'utilisation
individuelle de Pseudomonas s’est montrée faiblement affecté par rapport a son
témoin bactérisé non stresse, avec des valeurs respectives de 162,970 et 326,482
cm? (Figure 3.6, Tableau 3.1).
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Figure 3.6 : Variation de la surface foliaire des plants bactérisés et non
bactérisés aux différentes doses de NaCl.

Les traitements bactériens conduits en conditions salines enregistrent de
bons résultats par rapport aux autres traitements stressés et non bactérisés. Nous
remarquons une variabilité de réponse entre les différentes applications

bactériennes (Figure 3.7) :

- A 39/l les plants bactérisés avec Rhizobium ont révélé la plus faible valeur
(260,81 cm?), suivie par ceux bactérisés avec Pseudomonas (343,954
cm?), tandis que la combinaison Rh+Ps a montré le meilleur résultat avec

une moyenne de 365,246 cm?.

- A 8g/l, l'application individuelle des deux souches Rhizobium et
Pseudomonas a donné pratiqguement le méme effet avec des valeurs
respectives de 205,82 et 220,70 cm?, alors que leur combinaison a presque

doubléé la surface foliaire obtenue, avec une moyenne de 349,223 cm?.
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- L’application sévere du NaCl (12g/l) provoque une diminution
considérable de la surface foliaire, mais I'application de Pseudomonas,
individuelle ou combinée avec Rhizobium, fait augmenter la surface

foliaire d’'une maniére trés considérable de I'ordre de 162,97 et 152,56

cm® respectivement, par rapport au témoin stressé non bactérisé

(67,352 cm?), et méme par rapport au témoin non bactérisé et non
stressé (148,165 cm?). L’augmentation de la surface foliaire induite par
I'application individuelle de Rhizobium demeure la plus faible (87,28
cm?) (Figure 3.7, Tableau 3.1).

L’analyse statistique des données a révélé une différence trés hautement
significative en fonction de I'apport des PGPR et les traitements salins (Appendice
D, Annexe 2).

bactérie*NaCl; LS Means
Current effect: F(9, 32)=13,178, p=,00000
Effective hy pothesis decomposition

Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Figure 3.7 : Effet conjugué des deux facteurs (PGPR X NaCl) sur la variation
de la surface foliaire

1.3.3 Biomasse fraiche aérienne

L’analyse obtenue des différentes moyennes de la biomasse fraiche
aérienne, montre qu’il existe une variation trés hautement significative, en
fonction de l'inoculation bactérienne (Appendice B, Annexe 3).

Le poids frais aérien a marqué une augmentation trés considérable chez les

traitements inoculés par les PGPR (Figure 3.8), cependant, la combinaison des
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deux souches a induit le plus important résultat avec une moyenne de 29, 2 mg.
'application individuelle de Rhizobium ou de Pseudomonas a donnée des
résultats rapprochés, respectivement, de 22 et 22,83 mg (Tableau 3.1).
L’application des différentes concentrations en NaCl a hautement influencé
I'élaboration de la biomasse fraiche aérienne (Appendice C, Annexe 3). A cet
effet, Les résultats des moyennes obtenues montrent que hormis la plus faible
concentration du sel (3g/l) ou la biomasse fraiche aérienne a été stimulé avec une
valeur de 13, 66 mg par rapport au témoin 10,97 mg, le stress salin influence tres
négativement la biomasse fraiche aérienne, qui a diminué de a 7,46 mg a 8g/l et
de 1,08 mg a 12g/I (Figure 3.9).

Figure 3.8: Effet de I’inoculation individuelle ou combinée des deux souches PGPR sur la
biomasse fraiche aérienne.

(TO : Traitement sans bactérie, T4 : Traitement avec Rhizobium phaseoli, T8 : Traitement avec
Pseudomonas C7R12, T12 : Traitement avec Rhizobium phaseoli + Pseudomonas C7R12).

Selon I'analyse de la variance, la variation de la biomasse fraiche aérienne
en fonction de la souche bactérienne et du niveau de NaCl est hautement
significative (Appendice D, Annexe 3). tous les plants bactérisés et stressés ont
réagi avec une diminution de leur poids frais aérien par rapport aux plants
bactérisés non stressés. Cependant, I'effet du NaCl s’est traduit pratiquement de
la méme maniére lors de l'application de Rhizobium individuellement ou en
combinaison avec Pseudomonas ; citant le cas de 12 g/l ou le poids frais a
diminué de 22 a 2,437 mg avec Rhizobium et de 29,2 a 6,627 mg avec la
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coinoculation des deux souches. La souche Pseudomonas a montré un effet plus
efficient, ou le poids est passeé de 22,833 a 4,437 mg (Figure 3.9, Tableau 3.1).
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Figure 3.9 : Effet des différentes doses de NaCl sur la variation de la biomasse fraiche
aérienne des plants bactérisés et non bactérisés.

Figure 3.10 : Effet de I’application des PGPR et des doses du NaCl sur la biomasse fraiche aérienne.
T2 :8g/l NaCl. T6 :8g/l NaCl + Rhizobium phaseoli. T10 : 8¢/l NaCl + Pseudomonas C7R12.
T14 : 8g/l NaCl +Rhizobium phaseoli+Pseudomonas C7R12.
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Les souches bactériennes appliquées ont montrés un effet phytostimulateur
sur ce parameétre quelque soit la concentration en NaCl (Figure 3.10). En effet,
tous les plants stressés et bactérisés ont réagit avec une augmentation de leur
poids frais par rapport aux plants stressés non bactérisés. Toutefois, il est a
signaler que les meilleurs résultats sont ceux enregistrés chez la combinaison des
deux bactéries a 3, 8 et 12 g/l avec des moyennes de 20,53, 17,53 et 6,62 mg
respectivement. La bactérisation des plants avec Rhizobium a montré le résultat le
plus faible avec des valeurs de 16,76, 7,96 et 2,47 mg respectivement aux
concentrations de 3, 6 et 12 g/l. la bactérisation des plants avec Pseudomonas a
révélé des résultats modérés avec une moyenne de 17,93 mg a 3 g/l, 11,5 mg a
80/l et 4,43 mg a 12 g/l (Figure 3.11,Tableau 3.1).

bactérie*NacCl; LS Means
Current effect: F(9, 32)=3,1986, p=,00716
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Figure 3.11 : Variation de la biomasse fraiche aérienne en fonction de 1’effet
conjugué des doses du NaCl et des PGPR.

1.3.4 Biomasse séche aérienne

L’examen de la biomasse seche aérienne montre également des variations
trés hautement significatives en fonction de I'apport des PGPR (Appendice B,
Annexe 4). La meilleure biomasse seche aérienne a été enregistrée chez les
plants inoculés par la combinaison des deux souches (1,82 mg), suivie par ceux
inoculés par Pseudomonas (1,58 mg) et ceux inoculés par Rhizobium ont un

poids, considéré comme le plus faible, de 1,39 mg (Figure 3.12, Tableau 3.1).

L’application des différents niveaux de sel a influencé significativement

I'élaboration de la matiére séche aérienne, ou elle a été sensiblement réduite
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(0,33 mg a 12g/l), légérement stimulée a 3g/l (0,99 mg), et elle n’a pas été affecté
a 8 g/l (Appendice C, Annexe 4).

Pour tous les plants bactérisés et stressés, la biomasse séche aérienne a
diminué progressivement avec 'augmentation du NaCl. A 3 g/I, la diminution a été
légérement faible avec des valeurs de 1,303 par rapport & 1,390 mg en application
de Rhizobium, 1,230 par rapport a 1,583 mg pour Pseudomonas et 1,373 par
rapport a 1,823 mg en cas de la coinoculation des deux souches. A 12 g/,
I'application individuelle des deux souches a été plus sensible par rapport a leur
coinoculation, ou nous avons enregistré une diminution de 1,390 a 0,679 mg pour
Rhizobium et de 1,583 a 0,757 mg pour Pseudomonas et de 1,823 a 1,013 mg

lors de la coinoculation (Figure 3.12, Tableau 3.1).
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Figure 3.12 : Effet des différentes doses de NaCl sur la variation de la
biomasse seche aérienne des plants bactérisés et non bactérisés.

L’analyse statistique obtenue indique que linteraction des deux facteurs
(PGPR X NaCl) influence de fagcon hautement significative I'élaboration de la
matieére seche aérienne (Appendice D, Annexe 4). En effet, et comparativement
aux plants stressés non bactérisés, nous avons remarqué une amélioration
considérable de la biomasse séche aérienne quelque soit la dose du NaCl (Figure
3.13), a 3¢/l 'inoculation de plants avec la combinaison Rh+Ps a donné le meilleur
résultat, suivi par la souche Rhizobium et enfin la souche Pseudomonas avec des
valeurs respectives de 1,37, 1,30 et 1,23 mg. A 8g/l le meilleur résultat est

enregistré chez la combinaison Rh+Ps avec une moyenne de 1,30 mg suivi par
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0,96 mg avec la souche Pseudomonas et 0,93 mg avec la souche Rhizobium, ces
résultats sont supérieurs méme au témoin non stressé. A 12g/l la combinaison
Rh+Ps demeure celle qui détient le meilleur résultat avec une valeur de 1,01 mg
par rapport au témoin stressé non bactérisé (0,33 mg) et méme par rapport au
témoin non stressé et non bactérisé (0,76 mg) suivi par la souche Pseudomonas
avec une moyenne de 0,75mg et 0,67 mg avec la souche Rhizobium (Tableau
3.1).

bactérie*NaCl; LS Means
Current effect: F(9, 32)=4,1022, p=,00140
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Figure 3.13: Variation du poids sec aérien en fonction de I’effet conjugué
des doses du NaCl et des PGPR.

1.3.5 Longueur des tiges

D’aprés l'analyse statistique (ANOVA), la longueur de la tige s’est montrée
significativement hautement influencée par I'apport des PGPR (Appendice B,
Annexe 5) avec une moyenne de 38,66 cm chez les traitements inoculés par
Rhizobium et de 37,33 cm chez ceux inoculés par Pseudomonas. Le résultat le
plus important est enregistré chez les traitements inoculés par la combinaison

Rhizobium + Pseudomonas avec une longueur de 46,66 cm (Tableau 3.1).

L’effet du NaCl a induit une variation de la longueur de la tige chez tous les
plants conduits sous stress salin (Figure 3.14). Cependant, a la concentration 3g/I,
la longueur de la tige semble avoir été stimulée par rapport au témoin non stressé
avec des valeurs respectives de 30,66 et 29,66 cm. Au-dela de cette
concentration, la longueur de la tige commence a diminuer, et a ce propos on note
des valeurs de 26,83 cm a 8g/l et de 27,33 cm a 12g/l.
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L'analyse statistique des résultats montre qu’il n’existe aucune variation

significative de ce parametre sous I'effet de la salinité (Appendice C, Annexe 5).
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Figure 3.14 : Effet des différentes doses de NaCl sur la variation de la longueur
des tiges des plants bactérisés et non bactérisés.

Hormis a la plus faible concentration testée (3 g/l en NaCl) ou la longueur de
la tige a été légérement stimulée pour les trois applications bactériennes, la
salinité a influencé négativement ce parametre chez tous les plants bactérisés
stressés par rapport a ceux bactérisés non stressés; la diminution enregistrés
n’était pas trés prononcée, cependant avec Rhizobium nous avons enregistré une
moyenne de 35,333 cm a 8 g/l et 33,500 cm a 12 g/l par rapport a 38,667 cm du
témoin. Avec Pseudomonas, la diminution n’a été enregistrée qu'a 12 g/l par
rapport au témoin bactérisé non stressé, avec des valeurs respectives de 33 et
37,333 cm. Concernant la coinoculation, en comparaison au témoin bactérisé non
stressé, ou la longueur est de 46,667 cm, la diminution était Iégerement faible a la
concentration de 8 g/l avec 45,667 cm, et plus ou moins faible a 12 g/l avec
41,167 cm (Figure 3.14, Tableau 3.1).

Concernant I'application des souches PGPR, et selon TANOVA il s’avere que
la longueur de la tige varie d’'une maniére non significative en fonction de
I'interaction (PGPR X NaCl) (Appendice D, Annexe 5).
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Néanmoins, tous les plants stressé bactérisés ont montré une augmentation
de la longueur de la tige par rapport a ceux stressés non bactérisés et méme par
rapport & ceux non stressés et non bactérisés (figure 3.15) avec la supériorité des
résultats obtenus suite a I'inoculation des plants par la combinaison Rh+Ps ou
nous avons enregistré des longueur de 47,33 cm a 3 g/l, 45,66 cm a 8g/l et 41,16
cm a 12 g/l. La longueur de la tige a été stimulé pratiquement de la méme maniere
par l'inoculation individuelle avec les deux souches Rhizobium et Pseudomonas
respectivement avec des valeurs de 39,66 et 39,33 cm a 3 g/l, 35,33 et 37,33 cm
a8gl/l et33,5et33cma l2 g/l (Tableau 3.1).
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Tableau 3.1: Effet de I’application conjuguée des différentes concentrations de NaCl et des souches PGPR sur 1’élaboration des paramétres

morphologiques de la partie aérienne.

Témoin (sans bactéries) Rhizobium phaseoli (Rh) Pseudomonas C7R12 (Ps) Rh + Ps

NaCl (g/l) c0 cl c2 c3 c0 cl c2 c3 c0 cl c2 c3 c0 cl c2 c3

16,333* 17,333 16,333 7,00 24,333 18 15,333 9,667 24,667 30,00 14,00 13,333 29,00 24,00 21,667 12,00
Nombre de + + + + + + + + + + + + + + + +
feuilles 3,512° 5,132 2,517 1,00 2,082 2646 2,082 2517 2517 1,732 2,646 3,786 3,00 2,646 4,041 3,00
*%

148,16 236,82 67,35 314,65 260,81 205,82 87,28 326,48 343,95 220,70 162,97 365,24

5 3 168,96 + 4 3 4 + 2 4 4 0 498,944 6 349,223 152,56

Surface foliaire + * * 19,10 * + * 18,92 + + + + + + + +
ok 23 29,304 19,501 1 22,219 16,269 19,605 4 25,703 28,924 28,869 17,607 35,180 31,582 27,187 27,126

10,97 13,667 7,467 1,087 22 16,767 7,967 2,473 22,833 17,933 11,5 4,437 29,2 20,533 17,533 6,627
Poids frais + + + + + + + + + + + + + + + +
aérien 2,730 4,718 2,312 0,163 3,2 2,804 1,102 0,709 4,215 3,899 1,559 1,055 2,358 3,516 1,856 1,448
**

0,760 0,997 0,758 0,337 1,390 1,303 0,931 0,679 1583 1,230 0,960 0,757 1,823 1,373 1,300 1,013
Poids secs + + + + + + + + + + + + + + + +
aérien 0,080 0,181 0,291 0,203 0,075 0,070 0,087 0,035 0,081 0,280 0,066 0,060 0,131 0,101 0,098 0,068
**

27,33 33,50

29,667 30,667 26,833 3 38,667 39,667 35,333 0 37,333 39,333 37,333 33,00 46,667 47,333 45,667 41,167
Longueur des + + + + + + + + + + + + + + + +
tiges 3,514 2,082 2566 3,512 1,528 0,577 2,517 1,803 4,163 4933 4,619 2,646 2,309 1,528 2,517 2,021

C0:09/l,C1:3¢g/l,C2:8g/l, C3: 129/l
a : moyenne issue de trois répétitions, b : ecartype.
Effet des I’interaction des deux facteurs (PGPR X NaCl) : - Non significatif, * Significatif, ** Hautement significatif, ***trés hautement significatif.
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1.4 Parameétres morphologigues de la partie racinaire

1.4.1 Biomasse fraiche racinaire

L’analyse de la variance montre qu’il existe une variation trés hautement
significative entre les différentes moyennes de la biomasse fraiche racinaire en
fonction de I'application des souches bactériennes (Appendice B, Annexe 6). Les
deux souches, que ce soit individuellement ou en combinaison, ont montré des
résultats nettement supérieurs a ceux du témoin non bactérisé, dont leur
combinaison induit toujours le meilleur résultat avec une moyenne de 0,72 mg,
suivi par la souche Rhizobium avec 0,40 mg et enfin Pseudomonas avec une

moyenne de 0,30 mg (Tableau 3.2).

D’aprés les analyses statistiques, les résultats de la biomasse fraiche
racinaire montrent que sa variation n’est pas significative en fonction de
I'application du NaCl (Appendice C, Annexe 6). La comparaison des résultats en
fonction des différentes doses appliquées montre que la réduction la plus élevée
est enregistrée chez les plants conduits a 12g/l avec 0,10 mg, cependant a 3 et a
8g/l, la biomasse fraiche racinaire est négativement influencée de la méme

maniere avec une moyenne de 0,14 mg (Figure 3.16, Tableau 3.2).
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Figure 3.16 : Effet des différentes doses de NaCl sur la variation de la

biomasse fraiche racinaire des plants bactérisés et non bactérisés.

D’aprés les résultats obtenus, nous avons constaté qu’a I'exception de la

dose 3 g/l, les doses de NaCl influencent de maniere négative la biomasse fraiche
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racinaire des plants bactérisés stressés par rapport a ceux bactérisés non
stressés. En effet, 'application de la combinaison des deux souches semble plus
efficiente par rapport a leurs applications individuelles, ou en comparaison au
témoin (0,727 mg) nous avons enregistrés un poids de 0,527 mg a 12 g/l et de
0,683 mg a 8 g/l. tandis que pour l'application individuelle de la souche
Pseudomonas la diminution a 12 g/l est plus ou moins faible par rapport a son
témoin bactérisé non stressé avec des valeurs respectives de 0,197 et 0,303 mg.
L’application individuelle de Rhizobium a été fortement affectée par rapport a son
témoin bactérisé non stressé avec des valeurs respectives de 0,200 a 0,400 mg a
12 g/l (Figure 3.16,Tableau 3.2).

L’estimation de ce paramétre a révélé un effet phytostimulateur chez tous les
plants bactérisés conduits en milieu salin par rapport aux témoins stressés non
bactérisés (Figure 3.17), avec une Vvariation tres hautement significative
(Appendice D, Annexe 6).

bactérie*NaCl; LS Means
Current effect: F(9, 32)=1,8428, p=,09845
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Figure 3.17: Effet conjugué de la salinité et des PGPR sur la biomasse
fraiche racinaire.

En effet, a la méme dose du sel 'amélioration de la biomasse fraiche
racinaire est difféerente en fonction de la souche utilisée, cependant il est a noter la
supériorité des résultats obtenus par I'application combinée des deux souches
avec des valeurs de 0,83, 0,68 et 0,52 mg respectivement a 3g/l, 8g/l et 12 gl/l.
Des résultats aussi appréciables ont été obtenus par I'application individuelle de
Rhizobium avec des valeurs de 0,42 mg a 3g/l, 0,33 mg a 8¢/l et 0,20 mg a 12 g/I.



69

Les résultats de phytostimulation les moins appréciables sont enregistrés chez les
plants inoculés par Pseudomonas avec des valeurs de 0,23 mg a 3 g/l, 0,22 mg a
8g/l et 0,19 a 12 g/l (Tableau 3.2).

1.4.2 Biomasse seche racinaire

Selon 'ANOVA, il se démontre que la bactérisation a induit un effet de
phytostimulation trés hautement significatif sur la variation de la biomasse seche
racinaire (Appendice B, Annexe 7),par rapport au témoin non bactérisé (0,09 mg)
le meilleur résultat de 0,50 mg est enregistré chez les plants bactérisés avec la
combinaison des deux souches, les plants inoculés par la souche Rhizobium ont
enregistré une valeur de 0,31 mg, alors que I'inoculation des plants par la souche

Pseudomonas a enregistrée le résultat le plus faible de 0,16 mg (Tableau 3.2).

L’analyse de la variance fait révéler que l'application des différentes doses
de NaCl n’a aucun effet significatif sur la production en biomasse séche racinaire
(Appendice C, Annexe 7). En comparaison avec le témoin non stressé (0,09 mg),
cette derniére diminue proportionnellement avec I'augmentation de la dose en
NaCl de l'ordre de 0,07 mg a 3g/l, 0,06 mg a 8g/l et 0,05 mg a 12g/l (Tableau 3.2,
Figure 3.18).

En comparant les résultats de chaque traitement bactérien stressé par
rapport a son témoin bactérisé non stressé, il s’avére que pour I'application
individuelle de Pseudomonas, la biomasse seche racinaire a diminué
progressivement avec I'augmentation de NaCl et atteint 0,097 mg a 12 g/l par
rapport a 0,163 mg du témoin. L’application individuelle ou combinée de
Rhizobium n’a été affectée qu’'a 8 et 12 g/l ou la biomasse séche racinaire est
respectivement de 0,243 et 0,130 mg par rapport a 0,317 mg du témoin pour
I'application individuelle et de 0,423 et 0,370 mg par rapport a 0,507 mg du témoin

pour I'application combinée des deux souches (Figure 3.18, Tableau 3.2)
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Figure 3.18 : Effet des différentes doses de NaCl sur la variation de la biomasse
séche racinaire des plants bactérisés et non bactériseés.

Selon 'ANOVA, la variabilité de la biomasse séche racinaire n’a montré
aucun effet significatif avec I'interaction des deux facteurs (Appendice D, Annexe
7).
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Figure 3.19: Variation du poids sec racinaire en fonction de
I’effet conjugué des doses de NaCl et des PGPR

Néanmoins, I'estimation des résultats nous laisse constater que I'élaboration
de la matiére séche racinaire est positivement influencée par I'apport des PGPR
en milieu salin avec une variabilité de réponse en fonction de la souche utilisée
(Figure 3.19). La combinaison des deux souches donne toujours les meilleurs
résultats de l'ordre de 0,62 mg a 3 g/l, 0,42 mg a 8g/l et 0,37 mg a 12 g/l
I'application de Rhizobium a enregistrée des valeurs plus ou moins considérables

de l'ordre de 0,32 mg a 3 g/l, 0,24 mg a 8g/l, et 0,13 mg a 12 g/l. Les résultats de
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stimulation les plus faibles ont été obtenus avec la souche Pseudomonas donnant
des résultats de 0,13, 0,11 et 0,09 mg respectivement aux concentrations de
3 g/l,8gll et 12 g/l en NaCl (Tableau 3.2).

1.4.3 Longueur des racines

D’apres les résultats obtenus, la longueur racinaire est hautement influencée
par I'apport des PGPR (Appendice B, Annexe 8). La phytostimulation est variable
selon la souche bactérienne, ou par rapport a leur témoin non bactérisé dont la
longueur est de 13 cm, nous avons enregistré une augmentation a 30,66 cm chez
les plants bactérisés avec Pseudomonas, suivi par une longueur de 29,66 cm
chez les plants bactérisés par la combinaison Rhizobium+Pseudomonas, et une
longueur plus faible de 22,33 cm chez les plants bactérisé par Rhizobium
(Tableau 3.2).

D’aprés les résultats des moyennes obtenues, I'application des différentes
doses de NaCl sur les plants de haricot a induit une nette différence de la
longueur des racines par rapport a leurs témoins (Tableau 3.2).

L’ANOVA montre que I'allongement de la racine n’est pas significativement
dépendant de la concentration en NaCl (Appendice C, Annexe 8). Ce parametre a
été moins sensible au stress salin et il n'a été affecté qu’a 12g/l avec une faible
diminution, enregistrant une moyenne de 12 cm par rapport & 13 cm du témoin
non stresse, par contre il a été stimulé aux doses 3 et 8g/l, donnant des valeurs
respectives de 13,33 et 15 cm (Figure 3.20).

La comparaison, entre les traitement bactérisés stressés par rapport a leurs
témoins bactérisés non stressés, montre que [l'application de Rhizobium
individuellement est trés faiblement influencée par 'augmentation de la dose du
NaCl ou elle a marqué une moyenne de 21 cm a 12 g/l par rapport a son témoin
bactérisé non stressé (22,333 cm). L’application individuelle de Pseudomonas et
la coinoculation des deux souches se sont montrées légerement plus sensibles
avec des valeurs de 23,667cm par rapport au témoin (30,667 cm) pour
Pseudomonas, et 23,667 cm par rapport au témoin (29,667 cm) pour la

coinoculation des deux souches (Tableau 3.2).
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Figure 3.20 : Effet des différentes doses de NaCl sur la variation de la longueur
des racines des plants bactérisés et non bactérisés.

Malgré qu’aucun effet significatif n’a été révélé sur la variabilité de la
longueur de la racine en fonction de I'application des deux facteurs (Appendice D,
Annexe 8), la comparaison des résultats obtenus montre clairement [I'effet
phytostimulateur des PGPR sur I'élongation de la racine en milieu salin (Figure
3.21).

A la méme dose de NaCl et comparativement aux témoins non bactérisés, la
phytostimulation est variable en fonction de la souche appliquée, toutefois il est a
signaler que les meilleurs résultats sont obtenus avec la combinaison des deux
souches Rh+Ps et I'application individuelle de Pseudomonas avec des longueurs
de 30,66 et 26 cm, respectivement, a 3 g/l, 25,33 et 24,66 cm a 8g/l, et 23,66 cm a
12 g/l. L’application de Rhizobium donne les résultats les plus faibles avec des
valeurs de 22,66 cm a 3 g/l, 21,33 cm a 8g/l et 21 cm a 12 g/l (Tableau 3.2).
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Figure 3.21: Variation de la longueur de la racine en fonction de
I’effet conjugué des doses de NaCl et des PGPR

1.5 Nombre de nodules

Les résultats de I'analyse de la variance indiquent un effet trés hautement
significatif de [linoculation bactérienne sur le développement du nombre de
nodules (Appendice B, Annexe 9). Il s’avere que la combinaison de Rhizobium
avec Pseudomonas améliore significativement le nombre de nodules des plants et
enregistre une moyenne de 95,33 nodules par rapport a ceux inoculés seulement
avec Rhizobium (76,33 nodules) (Tableau 3.2). Chez les témoins non bactérisés
et les plants bactérisés avec Pseudomonas seule, aucun nodule n’a été dénombré

a cause de I'absence de Rhizobia fixatrices d’azote atmosphérique.

On s’appuyant sur TANOVA, il s’avere que les différentes doses de NaCl
appliquées influencent de facon trées hautement significative le nombre de nodules
(Appendice C, Annexe 9). Les résultats obtenus indiquent que I'accroissement de
la teneur en NaCl au niveau du milieu influe de maniére négative sur le nombre de
nodules par plant. En comparaison au témoin non stressé (76,33 nodules), ce
nombre chute progressivement des la plus faible concentration (75 nodules), et
atteint 57,66 nodules a 8g/l, et n'est que de 20 nodules a 12g/l (Figure 3.22,
Tableau 3.2).

Concernant l'effet de linteraction des deux facteurs (NaCl X PGPR), la
comparaison se fait entre les plants bactérisés par Rhizobium et ceux bactérisés
par la combinaison Rh+Ps conduits sous les différentes concentrations salines, du
fait que l'absence de Rhizobium dans le substrat ne permette pas le

développement des nodules.
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Dans ce contexte, les résultats montrent que tous les plants bactérisés
stressés ont développé moins de nodules par rapport a leurs témoins bactérisés
non stressés. En effet, I'application combinée des deux souches s’avére plus
résistante a la dose 12 g/l (29 nodules) par rapport & 95 du témoin non stresse,
tandis qu’avec I'application individuelle le nombre est de 20 nodules par rapport a

76 du témoin non stressé (Tableau 3.2).

D’aprés l'analyse statistique des résultats, il s’avére que l'effet conjugué des
deux facteurs n’exerce aucun effet significatif sur le nombre de nodule (Appendice
D, Annexe 9). Malgré ¢a, I'application combinée de Rhizobium et Pseudomonas a
induit un effet phytostimulateur du nombre de nodules en comparaison avec
I'application individuelle de Rhizobium, et ce pour toutes les doses de NacCl
testées (Figure 3.23), avec une légere augmentation qui passe de 75 a 86 nodules
a 3g/l, de 57 a 68 a 8g/l, et de 20 a 29 nodules a 12 g/l.
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variation du nombre de nodules des plants bactérisés et en fonction de I’effet conjugué des doses du

non bactérisés. NacCl et des PGPR.



Tableau 3.2: Effet de I’application conjuguée des différentes doses de NaCl et des souches PGPR sur 1’élaboration des paramétres
morphologiques de la partie racinaire et du nombre de nodules.

75

Témoin (sans bactéries) Rhizobium phaseoli (Rh) Pseudomonas fluorescens Rh + Ps
C7R12 (Ps)

c0 cl c2 c3 cO cl c2 c3 cO cl c2 c3 cO cl c2 c3
Poids
];Zi:lisnaire 0,177* 0,147 0,140 0,103 | 0,400 0,420 0,330 0,200 | 0,303 0,230 0,220 0,197 | 0,727 0,833 0,683 0,527
(mg) + + + * * * * * * * * * * * * *

0,015° 0,031 0,046 0,035 | 0,080 0,080 0,072 0,030 | 0,061 0,050 0,053 0,070 | 0,116 0,080 0,095 0,127
**k%

_ 0,000 0,070 0,067 0,057 | 0,317 0,323 0,243 0,130 | 0,163 0,130 0,110 0,097 | 0,507 0,620 0,423 0,370
PO'.dS Sec + + + * * + * * + + * + * * * *
racinaire
(mg) 0,010 0,020 0,031 0,025 | 0,075 0,070 0,061 0,036 | 0,038 0,056 0,044 0,042 | 0,035 0,177 0,091 0,106
Longueur 13 13,33 15 12 22,33 22,667 21,333 21 30,667 26 24,667 23,667 | 29,667 30,667 25,333 23,667
des + + + + + + + + + + + + + + + +
racines
(cm) 2 4,726 1,732 2,646 | 3,055 3,055 2,517 3,606 | 5,686 2 2,082 2,517 | 4,041 2,082 3,512 3,512

76,333 75 57,667 20 95,333 86,667 68,667 29
g'gmbre 0 0 0 0 + + + + 0 0 0 0 + + + +
nodules 2,517 3,606 3,215 1 3,512 2,517 9,609 4,583

CO : Og/l, C1: 3g/l, C2 : 8g/l, C3 : 12g/.

a : moyenne issue de trois répétitions, b : ecartype.

Effet de l'interaction des deux facteurs (souches X NaCl) : - Non significatif, * Significatif, ** Hautement significatif, *** Trés hautement significatif.
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1.6 Evaluation des gains

En absence du sel, les gains en phytostimulation sont nettement meilleurs,
notamment en surface foliaire et en biomasses fraiche et séche aérienne et
racinaire (Tableau 3.3). la coinoculation des deux souches s’est montrée la plus
efficiente pour tous les parametres de phytostimulation mesurés avec des gains
allant de 57,30 % a 462 %, a I'exception de la longueur de la racine ou le meilleur
résultat est obtenu suite a I'application individuelle de Pseudomonas (135,89%)
(Tableau 3.3).

La comparaison des gains relatifs a I'application individuelle de Rhizobium ou
de Pseudomonas a montré que les deux souches se sont montrées efficientes
pour un parameétre et moins pour l'autre. En effet I'application individuelle de
Pseudomonas a induit des gains supérieurs a ceux induits par Rhizobium pour
les cas de la surface foliaire, du poids frais aérien, du poids sec aérien et du
nombre de feuilles, alors que l'application individuelle de Rhizobium a induit des
gains de longueur de la tige, du poids frais racinaire et du poids sec racinaire

supérieurs a ceux induits par Pseudomonas.

Pour le nombre de nodules, les résultats montrent que I'application combinée

des deux souches améliore la situation nodulaire avec 24,89%.

Concernant les résultats de phytostimulation en présence du sel, nous avons
remarqué que parmi tous les parameétres mesurés, les biomasses fraiche et seche
racinaire ainsi que la longueur des racines sont les parametres les mieux stimulés,

en présence de I'inoculation individuelle ou combinée des deux souches.

Selon les résultats, il s’avére également que quelques soit la dose du sel, la
coinoculation des deux souches demeure celle qui induit les meilleurs résultats
pour tous les parameétres avec des gains allant de 32,65% a 785,71% a
I'exception de la surface foliaire a 12 g/l et de nombre de feuilles a 3 et a 12 g/l, ou

la souche Pseudomonas s’est montrée plus efficiente (Tableau 3.3)

Nous observons également une variabilité des réponses des autres
applications bactériennes individuelles en fonction de la variation des doses de
NaCl. En effet, pour le méme paramétre mesuré, une souche se montre efficiente
a une dose donnée alors que l'autre se montre efficiente a une autre dose ; a

'exemple du poids sec aérien ou a 3 g/l Rhizobium a induit un meilleur gain
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(30,76%) par rapport a celui de Pseudomonas (23,41%), alors qu’a 8 g/l et 12 g/l
Pseudomonas s’est montré plus efficiente avec un gain de 26,64% par rapport a
22,82 % et 124,75 % par rapport a 101,78% respectivement. Nous notons
également I'exemple de la longueur de la tige, ou a 3 g/l et a 12 g/l Rhizobium

s’est montrée efficiente et le contraire a 8 g/l (Tableau 3.3).

Pour les autres parametres, et quelgues soit la dose testée nous
enregistrons parfois la supériorité des résultats de I'application individuelle de la
souche Pseudomonas et parfois le contraire ; citant le cas de la surface foliaire, du
poids frais aérien et de la longueur de la racine ou les meilleurs résultats sont
enregistrés chez les plants inoculés par Pseudomonas individuellement, tandis
qgue les meilleurs résultats en poids frais racinaire et en poids sec racinaire sont

enregistrés chez les plants inoculés par Rhizobium individuellement.

Concernant le nombre de nodules, les résultats montrent que I'application
combinée des deux souches I'améliore quelque soit la dose de NaCl, avec des
gains de 15,55% a 3g/l, 19,09% a 8 g/l et 45% a 12 g/l (Tableau 3.3).
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Tableau 3.3 : Evaluation des effets comparatifs des différentes applications bactériennes en présence et en absence du sel (%).

phytostimulation sans sel | Phytostimulation avec sel

Rh Ps Rh + Ps
parametres

Rh Ps Rh + Ps
C1 C2 C3 C1 C2 C3 C1 C2 C3

Nombre des feuilles | 48,97 [51,02 |77,55 3,84 -6,12 38,09 |73,76 |-14,28 190,47 [38,46 32,65 71,42

Surface foliaire 112,36 |120,35 |236,74 | 10,13 |21,81 [29,59 [45,23 |30,62 [141,96 |54,22 [106,68 |125,76
Poids frais aérien 100,54 [108,14 |166,18 |22,68 |6,69 127,60 |31,21 |54,01 |308,28 |[50,24 134,82 509,81
Poids sec aérien 82,89 108,33 |139,91 |30,76 |[22,82 |101,78 |23,41 |26,64 |124,75 |37,79 |71,50 200,99

Longueur de la tige 30,33 25,84 |57,30 29,34 |31,67 [22,56 | 28,26/39,13 |20,73 |54,34 70,18 [50,60

Poids frais racinaire | 126,41 |71,69 311,32 | 186,36/135,71 |93,54 |56,81 |57,14 |90,32 |468,18 388,09 |409,67

Poids sec racinaire 251,58 81,48 462,96 |361,90 |265 129,4185,71 |65 70,58 785,71 |535 552,94

Longueur de laracine | 71,79 135,89 [128,20 |70 42,22 |75 95 64,44 97,22 |130 68,88 97,22

Nombre de nodules 24,89 15,55 |19,07 45

Rh : Rhizobium phaseoli.
Ps : Pseudomonas fluorescens C7R12.
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1.7 Teneur en sucres solubles

Un effet trés hautement significatif de I'application du sel sur le taux
d‘accumulation des sucres solubles a été décelé par l‘analyse de variance
(Appendice C, Annexe 10). Les résultats obtenus montrent que les plantes
stressées ont réagi par une forte augmentation des quantités de sucres au niveau
de leurs tissus (Figure 3.24). En effet, nous avons enregistré un pourcentage de
progression de 127,65% chez les plants menés a 3g/l, 70,80% a 8g/l, et de
133,64% a 12 g/l (Tableau 3.4).

Suite a linteraction des deux facteurs (NaCl X PGPR), I'analyse de la
variance montre que I'accumulation des sucres solubles chez les plants conduits
en milieu salin est fortement dépendante de la nature des souches bactériennes
(Appendice D, Annexe 10). En effet, les résultats indiquent que la présence des
souches PGPR individuellement ou en combinaison aboutit a la réduction de la
teneur en sucre solubles (Figure 3.25), et l'action reste variables en fonction du
traitement bactérien appliqué. Nous avons enregistré des valeurs maximales avec
la présence de la combinaison Rh+Ps avec une réduction de 57,41% a 3 gl/l,
29,82% a 8¢/l, et 26,48% a 12 g/l. La présence de Rhizobium a réduit la teneur en
sucres de 43,32% a 3 g/l, et 4,72% a 12 g/l, alors que Pseudomonas la réduit de
32,57% a 3 g/l et 24,43% a 12 g/I. A 8gl/l, 'application individuelle des souches a
exerceé un effet inverse sur 'accumulation des sucres avec une augmentation de

1,32% et 6,45% respectivement avec Pseudomonas et Rhizobium (Tableau 3.4)
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1.8 Teneur en proline

L‘analyse des résultats de la proline permet de mettre en évidence un effet
tres hautement significatif de I'application des différentes doses de sel sur
I'accumulation de la proline foliaire (Appendice C, Annexe 11). Le stress salin
appliqué a provoqué une augmentation considérable de I‘accumulation de cette
protéine (Figure 3.26, Tableau 3.4), cette augmentation est de 23,79% a 3 g/l et
de 37,33% a 8g/l, a 12g/l la teneur en proline augmente d’'une maniere trés

prononceée avec un taux qui dépasse 600%.

En ce qui concerne [lapplication combinée des deux facteurs
(NaCl X PGPR), l'analyse de la variance de la teneur en proline a révélé une
différence trés hautement significative pour tous les plants conduits en stress salin

en fonction de la souche bactérienne appliquée (Appendice D, Annexe 11).

La bactérisation des plants permet d’atténuer considérablement les effets du
stress salin (Figure 3.27). Il est & noter que dans I'ensemble, I'inoculation des
plants par Rhizobium ou la souche Pseudomonas individuellement ou par la
coinoculation des deux souches réduit considérablement I'accumulation de la
proline sous l'effet du NaCl. Les résultats les plus appréciables sont issus de
I'utilisation combinée des deux souches avec une diminution de 22,01% a 3 g/I,
21% a 8g/l et 63,36% a 12 g/l (Tableau 3.4).

L'utilisation de Pseudomonas a révélé des résultats modérés avec une
diminution de 0,8% a 3 g/l, 17% a 8g/l, et 13,61% a 12 g/l, tandis que les résultats
les plus faibles sont apportés par I'utilisation individuelle de Rhizobium, avec une
diminution de 'ordre de 16% a 3 g/l, 5,87% a 8g/l, et 9,01% a 12 g/l (Tableau 3.4).
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Tableau 3.4: Effet de I’application conjuguée des différentes doses de NaCl et des souches PGPR sur I’élaboration des paramétres
. physiologiques.

Pseudomonas fluorescens
Témoin (sans bactéries) Rhizobium phaseoli C7R12 Rhizobium phaseoli +
Pseudomonas fluorescens C7R12
cO cl c2 c3 cO cl c2 c3 cO cl c2 c3 cO cl c2 c3
28,097
Teneur en ? 34,783 38,587 221,22 38,420 29,217 36,320 201,28 36,933 34,473 31,737 191,09 [31,920 27,127 30,483 81,037
proline + + + 0+ + + + 7+ + + + 0+ + + + +
i 2,092 2542 3576 47272 |3912 4,106 2,697 3,730 (3,191 4,178 1,790 8,153 |3,915 3,763 3,106 5,055
138,63 315,59 236,78 323,90 |111,99 178,87 252,06 308,59 |197,49 212,79 239,92 244,76
Teneur en 0 4 9 9 3 0 3 5 6 0 5 7 125,062 134,400 166,158 238,124
sucre + + + + + + + + + + + + + + + +
soluble 4,177 6,682 4958 10,814 |6,651 7,143 4,576 4,284 |8,617 8524 4,960 5,618 |5,259 4,177 4,268 6,029
Kk

Effet de I'interaction des deux facteurs (souches X NaCl) : - Non significatif, * Significatif, ** Hautement significatif, *** Trés hautement significatif
CO: 0g/l, C1: 3g/l, C2:8gll, C3: 129/l
a : moyenne issue de trois répétitions, b : ecartype.
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CHAPTITRE 4
DISCUSSION

Nos expérimentations ont permis de mettre en évidence des effets de
phytostimulation appréciables sur I'ensemble des parameétres mesurés et méme

d’atténuation des effets néfastes du NaCl depuis le stade de germination.

A I'exception de I'utilisation individuelle des deux souches en milieu dépourvu
du sel, l'effet de leur combinaison s’est traduit par une rapidité du nombre des
graines germeées ou la durée de 60h était nécessaire pour induire un effet positif.
Ceci peut étre expliqgué par le fait que les PGPR régulent le taux de I'éthylene
dans les racines en favorisant sa production au début de la germination, pour la
levée de la dormance de la graine permettant ainsi d’augmenter le taux de la

germination [153].

En absence du sel, l'effet de I'application des deux souches sur le taux de
germination n’était pas vraiment apparent par rapport aux graines non
bactérisées. Dans d’autres travaux [154], il a été rapporté que certaines souches
d’Azospirillum, de Pseudomonas et d’Azotobacter pourraient affecter Ila
germination des semences et la croissance des semis du blé et de tournesol
jusqu'a 100% supérieure par rapport aux témoins non bactérisés. Ces
constatations peuvent étre dues, soit a la durée de la bactérisation et/ou a la
concentration de l'inoculum qui est insuffisante. En effet Jacoud et al. [155]
rapportent que 'inoculation des bactéries PGPR sur la plante est dépendante a la
fois de la densité de l'inoculum, mais également, de la période de contact pour
obtenir un effet sur la croissance. Cette période va de la germination a

I'’émergence de la radicule.

La présence des difféerentes concentrations de NaCl dans le milieu de
germination a influencé négativement le nombre de graines germeées, ainsi que
leur cinétique d’évolution. Cet effet est légérement faible aux concentrations de
3 et de 8 g/l, mais a des concentrations plus élevées il devient plus sensible, ces

résultats peuvent étre expliqué par le fait que pendant la germination, 'émergence
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de la radicule serait contrélée par 'osmolarité du milieu, La diminution du taux de
germination final correspond soit & une augmentation de la pression osmotique
externe, ce qui affecte I'absorption de I'eau par les graines et/ou bien a une
accumulation des ions Na+ et Cl- dans 'embryon [156]. L’effet toxique du sel peut
conduire a l'altération des processus métaboliques de la germination et dans le
cas extréme a la mort de I'embryon par excés d’ions. Le retard de la germination
des graines induit par 'augmentation de la concentration saline est expliqué par le
temps nécessaire a la graine de mettre en place des mécanismes, lui permettant

d’ajuster sa pression osmotique interne [157].

Malgré l'effet néfaste du NaCl sur la capacité germinative des graines,
néanmoins l'apport des différentes applications bactériennes surtout Ila
combinaison des deux souches, a influencé positivement le taux final des graines
germées et méme la période nécessaire a la germination. De nombreux travaux
ont prouvé que l'utilisation des PGPR, telles que Pseudomonas PMZ2 [158],
Azotobacter chroococcum C2 [159] et Azotobacter sp. 17 et 20 [160] ont induit
une meilleure germination des graines de tomates, de poivre, de laitue, du radis,

du mais et des plants de soja.

Bien que les études mentionnées sur l'effet des souches bactériennes sur la
germination des différentes espéces végétales aient été menées dans des
conditions optimales, Kaymak et al. [161] ont suggéré que Agrobacterium rubi
A16, Burkholderia gladii BA7, P. putida BAS8, B. subtilis BA142, B. megaterium M3,
appliquées sous stress salin, pourrait induire un pourcentage de germination plus
élevé. Cet effet bénéfique s’explique par le fait que les PGPR régulent
'osmolarité du milieu par la libération de molécules osmorégulatrices. Ces
molécules osmotiquement actives conservent la pression de turgescence positive

nécessaire a la division cellulaire.

L’inoculation des plants par les différents traitements bactériens a révélé un
effet de phytostimulation appréciable sur la majorité des parameétres mesurés en
absence et en présence du sel, de fagon variable en fonction des deux souches
bactériennes, de leur utilisation individuelle ou en combinaison et de la
concentration du sel. En effet, nous avons constaté qu’en absence du sel, les
résultats de tous les paramétres morphologiques étudiés (biomasses fraiche et

séche des parties aériennes et racinaires, longueur de la tige, longueur de la
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racine, surface foliaire, nombre de feuilles et nodulation) sont meilleurs avec la
coinoculation de la souche Pseudomonas C7R12 avec Rhizobium phaseoli.
Cependant, d’aprés la comparaison de leurs gains, nous avons retenu que les
effets phytostimulateurs n’ont pas influencé significativement les parameétres de
développement relatifs a la structure et a la forme, telles que la longueur de la tige
et le nombre de feuilles, toutefois les gains des autres paramétres sont
encourageants, telles que la surface foliaire, les biomasses fraiche et séche
aérienne et racinaire qui ont montré des gains tres appréciables. Ceci nous
permettra de suggérer que les mécanismes adoptés par les deux souches
agissent sur 'amélioration de la physiologie de la plante et 'augmentation des

réserves en minéraux.

La plupart des plantes légumineuses sont associées symbiotiquement avec
les Rhizobia, ce qui entraine une fixation active de I'Azote, qui joue un réle
essentiel dans la production de ces cultures. La stimulation de la nodulation et de
la fixation symbiotique d’azote par la coinoculation des Rhizobia avec les PGPR,
spécialement les Pseudomonas, s’avere d'une grande importance dans
I'amélioration de la disponibilité de I'azote [162, 163, 164]. Nos résultats obtenus
en nombre de nodules montrent que la coinoculation des deux bactéries en
absence du sel, stimule significativement le nombre de nodules. Des constats
similaires [165], ont rapporté que par rapport a linoculation individuelle par
Rhizobium, la coinoculation de Rhizobium avec les Pseudomonas stimule
significativement la croissance aérienne et racinaire de la plante ainsi que sa

nodulation.

L’amélioration du nombre de nodules peut étre du a la capacité de la souche
Pseudomonas a solubilisé le phosphore et le rendre assimilable par la plante. Il
est connu que le phosphore initie la formation de nodules, augmente leur nombre
et il est essentiel dans le développement et le fonctionnement de ces nodules
[166, 167].

Plusieurs études ont récemment montré que en plus de la stimulation de la
nodulation et de la fixation d’Azote, I'inoculation des Rhizobium avec quelques
souches PGPR augmente la croissance et le rendement des |légumineuses [164]
Ces PGPR contribuent dans I'amélioration de la croissance de la plante par

différentes maniéres: la synthése de phytohormones (auxine, cytokinines),
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solubilisation d’éléments minéraux et la chélation du fer [168, 169, 170, 165], la
production de I'AlA, et peuvent également inhiber les pathogénes telluriques par la
production de métabolites antimicrobiens, tels que les antibiotiques et le HCN, ou

bien par la compétition par rapport aux nutriments et a I'espace [171].

En s’appuyant sur nos résultats, et en absence des souches bactériennes, il
a été possible de démontrer I'effet délétére du NaCl sur la croissance des plantes;
le développement des nodules et la production de la proline et des sucres.
L’exposition des plantules a des concentrations de 12g/l de NaCl s’est traduite par
une régression notable de tous les paramétres morphologiques mesurés. Cet effet
est différent selon le caractére mesuré : la longueur de la tige et de la racine ne
semblent pas trop influencée par la forte concentration de sel (7% de réduction),
alors que les autres parametres sont grandement touchés : 54,54% de réduction
en surface foliaire, 90,09% et 41,50 en biomasse fraiche aérienne et racinaire
respectivement, 55,70% et 37,03% en biomasse séche aérienne et racinaire

respectivement et 57,14% en nombre de feuilles.

Sur le plan cellulaire, la diminution de la fabrication de la matiere seche est
due a la baisse du nombre de divisions cellulaires [172]. Cette baisse résulte
d’'une perturbation physiologique des plantes en question et pourrait étre
considérée comme un critére approprié de la tolérance ou de la sensibilité a la
salinité.

Il faut signaler que les effets de la salinité sur les parametres mesurés ne
sont pas toujours négatifs, nous avons observé que dans la plupart des mesures,
des concentrations de 3g/l et de 8g/l stimule la croissance morphologique, a
'exemple de la surface foliaire (59,83% a 3g/l et 14,03% a 8g/l), la biomasse
fraiche et seche aérienne, la longueur de la tige (24,58%, 31,14% et 3,37%
respectivement a 3g/l.l), et la longueur racinaire (2,56% a 3g/l et 15,38% a 8g/l).
Une réponse analogue a été signalée chez le trefle cultivé en milieu hydroponique

[173] et chez des variétés du haricot sensibles au sel [174].

La comparaison des résultats de la partie aérienne et ceux de la partie
racinaire nous laisse constater que cette sensibilité au sel a touché plus la partie
aérienne. Ceci est soutenu par les résultats de Munns et Termaat [137] qui ont

mentionné que la croissance racinaire est moins touchée par rapport a celle de la
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partie aérienne. En effet, le maintien d’'une croissance racinaire constitue un
caractére adaptatif dans un environnement de faible disponibilité en eau, tel que le
milieu salin. L’allongement racinaire peut étre di a une augmentation de I'activité
des enzymes impliguées dans la construction du cytosquelette, telle que la
xyloglucan endotransglycosylase [175]. Ces mémes résultats sont en désaccord
avec ceux montrés par Hamrouni et al. [176] qui ont indiqué que la plante
s’adapte au stress salin en réduisant en premier lieu son systéme racinaire
préservant ainsi la partie aérienne afin de maintenir et d’assurer la production des
photosynthétats. Cette diminution observée chez les plantes de piment est
expliquée par le fait que le NaCl agit en augmentant la pression osmotique du
milieu, empéchant I'absorption en eau par le systéeme racinaire [177, 178] et

entraine par conséquent, une réduction de la croissance.

Les résultats montrent également l'influence néfaste de la salinité sur la
production nodulaire qui est réduite des la plus faible concentration en NaCl. Cette
réduction n’est pas si marquante et passe de 174 nodules chez les témoins a 170
nodules chez les plants conduits a 3g/l, mais elle s’accentue avec 'augmentation
de la concentration saline et arrive jusqu'a 40 nodules a 12g/l, il s’avére que le
stress salin peut affecter la symbiose Iégumineuse-rhizobia directement en
inhibant le processus d'infection et le développement des nodules [179, 180]. En
effet, il est suggéré que linhibition du nombre de nodules est le résultat de la
biosynthése de I'éthyléne (signal secondaire de l'induction des mécanismes de
défense chez les plantes), qui augmente dés la moindre perturbation
environnementale et de son effet sur le développement de la plante, telle que

I'élongation racinaire, qui est déterminante pour 'invasion par les rhizobia [181].

Le paramétre nombre de nodules n’est pas explicite pour estimer I'effet du
sel sur la nodulation. Certains auteurs [179, 180] ont fait une classification selon
les propriétés symbiotiques basées sur I'observation visuelle de formation de
nodules et la couleur du feuillage. Une description détaillée de la forme, la couleur
et la taille est meilleure pour montrer I'effet du sel sur les parametres nodulaires

résultants de I'association symbiotique.

Malgré I'effet délétére du sel discuté ci dessus, nous avons constaté qu’avec
I'inoculation bactérienne, tous les plants bactérisés et stressés ont montré des

résultats significativement supérieurs par rapport aux plants stressées non
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bactérisés. Ces effets de l'inoculation bactérienne sur le développement du
haricot, ont été également rapportés dans d’autres travaux [182, 183, 184, 185].
Kohler et al. [186] ont constaté que des souches spécifiques de Pseudomonas
augmentent la croissance et la production de biomasse aérienne de la laitue sous
des conditions de stress, il a été reporté que la réduction de la longueur et des
biomasses seche racinaire et aérienne sous stress hydrique et salin a été

amélioré par I'inoculation avec Azospirillum [187].

En comparant l'effet de chaque traitement bactérien, quelque soit la
concentration en NaCl, il s’avere que la combinaison des deux souches assure les
meilleurs résultats sur la majorité des parametres mesurés, a I'exception de la
surface foliaire ou a 12 g/l le meilleur résultat a été obtenu par la souche
Pseudomonas fluorescens. Plusieurs études ont montrés l'effet positif de la
coinoculation de souches de Rhizobium avec Pseudomonas sur la croissance des
plantes sous différentes perturbations environnementales. Les conclusions tirées
des travaux de Zahir et al. [188], montrent I'effet positif de I'utilisation combinée de
Pseudomonas et Rhizobium dans la tolérance du Alfalfa au stress salin, et que la
coinoculation augmente I'assimilation du K*, P, N et réduit 'accumulation du Na*.
Dans ce contexte Giri et Mukerji [189] ont rapporté que I'accumulation de Na™ était
fortement influencée par le stockage d’autres cations, particulierement K*, ou
'augmentation de sa concentration dans la cellule induite par I'amélioration de son
assimilation par les Pseudomonas, peut aider a diminuer I'assimilation du Na+, et

enfin atténuer I'effet de la salinité.

L'utilisation des PGPR dans les systemes de production agricole a
commence il y a environ 60 ans. Il est maintenant plus qu’évident que ['utilisation
de tels micro-organismes peut améliorer la résistance ou I'adaptation des plantes
aux stress environnementaux : sécheresse, salinité, carence en €léments nutritifs
et contamination en métaux lourds [190]. En s’appuyant sur nos résultats, et dans
guelques parameétres mesurés, la situation a dépassé largement la capacité de
nos souches a améliorer la résistance des plantes au stress salin, ou nous nous
sommes retrouves face a des situation de bioremediation complete, tel le cas de
la surface foliaire et la biomasse séche aérienne, ou la coinoculation des deux

souches en présence de 12 g/l de NaCl a neutralisé complétement l'effet du sel,
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donnant des mesures qui dépassent méme les mesures des plants non stressés

et non inoculés (haricot dans le milieu naturel).

Le genre Pseudomonas est bien connu par sa polyvalence métabolique, qui
lui confere [l'utilisation exceptionnellement de la vaste gamme de composés
organiques. Certaines espéces du genre peuvent métaboliser des polluants et
neutraliser I'effet des stress environnementaux, tel que I'excés du Na® dans le

milieu, a I'exemple de P. fluorescens, P. putida, P. cepacia, P. vesicularis, et P.

paucimobilis, ces espéces sont le plus souvent isolés et étudiés pour leurs

capacités de bioremediation [190].

La capacité des PGPR a neutraliser I'effet du stress salin est relative a leur
aptitude a développer des mécanismes moléculaires intrinseques pour survivre et
croitre en vertu de laugmentation de la salinité et ainsi montré leur effets
bénéfiques dans la stimulation de la croissance de la plante [191]. Les bactéries
appartenant aux genres Pseudomonas, Flavobacterium , Bacillus, Azotobacter,
Arthrobacter, Rhizobium, Azospirillum, Halomonas, Chromohalobacter, Salinivibrio

sont parmi les PGPR les plus dominantes dans les sols salins [192].

L’amélioration qu’éprouvent les PGPR sur la croissance de la plante sous
contrainte saline est dépendante de plusieurs mécanismes, parmi lesquels nous
citons la production de 'ACC Désaminase qui stimule la croissance des plantes
par la régulation de la production massive d’éthyléene qui est stimulée par la
moindre perturbation environnementale, telle que la salinité du milieu.
L’augmentation de sa biosynthése qui est due essentiellement a la présence de
son précursseur imédiat (1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC)) peut
réduire la croissance racinaire et par conséquent la croissance de la plante entiére
[193]. La majorité des PGPR tel que les Pseudomonas fluorescents possede une
enzyme ACC deaminase qui hydrolyse 'ACC en ammonia et a ketobutyrate [194,
195]. Ces bactéries réduisent la production d’éthyléene dans les plants aprées
exposition a des concentrations croissantes de sel. Plusieurs études [193, 196],
montrent qu’en présence de 'ACC Désaminase, la teneur en sodium de la plante
n‘a pas diminué alors que l'absorption du phosphore et du potassium a été
légerement augmentée, ce qui a contribué en partie a I'activation des processus

impliqués dans la réduction de l'effet néfaste du sel. La bactérie a également
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augmenté lefficacité de [l'utilisation de I'eau en milieu salin et a atténué la

suppression de la photosynthese [196, 197].

Parmi les autres mécanismes d’adaptation que les PGPR ont développé
pour rétablir la pression cellulaire et réduire le potentiel osmotique entre la cellule
et son environnement, et par la suite maintenir la division et I'’élongation cellulaire
sous des conditions de stress salin, est la production de I'AlA qui joue un réle
essentiel pour inciter la tolérance a la salinité [198]. Les auxines sont produites en
exces par les plantes soumises au stress comme une stratégie métabolique pour
faire face a de telles conditions [199], c’est un mécanisme adaptatif des plantes,
mais sa production nécessite une quantité supplémentaire d’énergie avec les
autres processus métaboliques de la plante. Cette utilisation supplémentaire
d’énergie réduit le métabolisme de la plante, diminuant ainsi sa croissance.
Cependant, I'inoculation de la plante avec des PGPR produisant de I'auxine peut

améliorer la croissance de la plante en diminuant les besoins d’énergie [200].

La production d’exopolysaccharides bactérien (EPS) est considérée
également comme un moyen de diminuer les effets du stress salin. En effet, lTEPS
produit par les PGPR se lie aux cations Na* et diminue sa teneur, contribuant ainsi
a atténuer l'effet du stress salin chez les végétaux [201]. La teneur en Na® de la
laitue cultivé dans des conditions salines diminue grace a l'inoculation par des
souches productrices d’'EPS, I'inoculation non seulement réduit la concentration
de Na" et de CI', mais également induit une augmentation marquée et progressive
de la concentration en N, P, et K sous contrainte de la salinité, d’environ 5, 70 et

50%, respectivement [202].

Notre étude montre qu'en présence du sel et en absence des souches
bactériennes, les teneurs en proline et en sucres solubles augmentent
significativement avec I'augmentation de la concentration saline. Des résultats
similaires ont été évoqués avec I'Atripelex halimus [203], 'orge [204], et I'haricot
[205], ces études ont suggéré que la synthese de ces osmoprotecteurs participe
d’une maniére importante dans la protection de la membrane cellulaire et a

I'ajustement osmotique.
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L’augmentation de la teneur en proline est [égérement faible & 3 et a 8g/l de
NaCl par rapport au témoin. A 12g/l, la proline est synthétisée d’'une maniéere tres
considérable et atteint un taux d’augmentation de 687,35%. Il a été signalé que la
teneur en proline varie significativement suivant les concentrations du sel dans le
milieu de culture [206]. Cette variation serait due a une compartimentation de
'acide aminé, d’ou I'expression de sites de résistance de la plante a la contrainte
saline [207].

La forte accumulation de la proline dans les feuilles de tréfle pourrait étre le
résultat d’'une diminution de son oxydation et/ou d’une réduction de son utilisation
dans la synthese protéique. De méme une hydrolyse des protéines riches en
proline et/ou une synthése activée de cet acide aminé aboutiraient a son

accumulation dans les cellules [208].

L’augmentation de la teneur en sucres solubles est également variable en
fonction de la concentration saline. En effet, dés la plus faible dose (3 g/l de NaCl)
le taux d’augmentation est de 127,65% et arrive a 133,64% a 12g/l. Les hydrates
de carbones comme les sucres (le glucose, le fructose, le saccharose et le
fructane) et 'amidon s’accumulent sous le stress salin [209]. Mais ce constat n’est
pas le méme chez toutes les espéces végétales ; a 'exemple de la feve, ou la

salinité entraine la diminution des sucres solubles [210] .

Avec l'augmentation de la salinité dans le milieu, les halophytes réalisent
I'ajustement osmotique en concentrant les sels dans leurs tissus, ou ils sont
utilisés comme osmoticums, mais les quantités nécessaires d’accumuler
deviennent rapidement toxiques, des lors, une des stratégies d'adaptation
consiste a synthétiser des osmo-protecteurs et a les accumuler dans le
cytoplasme afin de contre balancer I'effet d’accumulation des ions dans la vacuole
[210]. Ces solutés compatibles comprennent principalement la proline [211, 210],
la glycine bétaine [212, 210], les sucres et les polyols [210].

Les résultats de l'effet de la salinité sur les plantes du haricot ont montré
clairement la réduction de tous les parametres morphologiques mesurés, cela
pourrait étre le résultat de leffet délétére de la salinité sur les processus
métaboliques et physiologiques de la plante, comme il peut étre du a l'utilisation

d’'une quantité importante d’énergie afin que la plante puisse établir I'ajustement
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osmotique, ce qui réduit automatiguement la croissance traduite par la chute de

tous les parametres morphologiques mesurés.

Il est maintenant évident que sous stress salin la plante accumule des
quantités importantes de proline et de sucres solubles, considérées comme étant
'un des mécanismes de son adaptation développée pour tolérer les perturbations
du milieu. D’apres les résultats obtenus, nous avons constaté que I'inoculation
individuelle ou combinée des plantes par les deux souches Rhizobium phaseoli et
Pseudomonas fluorescens C7R12 réduit significativement cette accumulation
avec la supériorité des résultats obtenus avec la coinoculation, ou nous avons
enregistré a 12g/l un taux de diminution de 63,36% de la teneur de proline et de

26,48% de la teneur en sucre par rapport aux plants stressés non bactérisés.
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CONCLUSION

Au terme de ce travail, nos résultats montrent que la bactérisation des plants
du haricot, en application individuelle ou combinée (coinoculation) avec deux
souches PGPR (Rhizobium phaseoli et Pseudomonas fluorescens C7R12), a
induit des effets positifs sur la phytostimulation en présence et en absence du
NaCl. Cette phytostimulation s’est traduite par une amélioration du taux de
germination final et de sa cinétique, ainsi que par des gains en croissance trés
appréciables sur les organes aériens et racinaires et sur la stimulation de la
nodulation. L’effet phytostimulateur en absence du sel, est variable selon la
souche et le parametre mesuré, dont les meilleurs gains sont nettement apparents
en biomasse séche aérienne avec Pseudomonas et en biomasse seche racinaire

avec Rhizobium.

La comparaison des applications, individuelle et combinée des
rhizobactéries, révéle que la coinoculation améliore considérablement [I'effet
phytostimulateur, se traduisant parfois avec des gains doublés ; a 'exemple de la
surface foliaire ou nous avons obtenu 236,74% de gain en coinoculation, contre

120,35% avec Pseudomonas et 112,36% avec Rhizobium.

L’effet du stress salin était marquant, chez les plants non bactérisés par les
deux souches PGPR, s’est traduit par des activités dépressives sur tous les
parametres morphologiques mesurés. Le degré de sensibilité ou de tolérance
dépend de lintensité du stress. Cette baisse résulte d’une perturbation
physiologique des plantes en question et pourrait étre considérée comme un
critere approprié a la tolérance ou a la sensibilité pour ce stress. L'action du sel a
influencé également, chez les plants du haricot, les teneurs en proline et en
sucres solubles totaux qui augmentent considérablement avec la concentration en
NaCl. En outre, ce dernier a également réduit la croissance des plantes chez
toutes les interactions expérimentées (haricot-Rhizobium, haricot-Pseudomonas,

haricot-Rhizobium-Pseudomonas). Néanmoins, et par rapport aux plantes
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stressés non bactérisées, nous avons constaté un effet trés positif de I'application
des souches PGPR sur la tolérance des plantes au stress salin. Cet effet est
variable selon l'application bactérienne, avec une supériorité relative lors des

coinoculations de Rhizobium phaseoli avec Pseudomonas fluorescens C7R12.

Enfin, nous pouvons conclure que Pseudomonas fluorescens C7R12 montre
un potentiel important dans la phytostimulation de la croissance et de la nodulation
des plantes du haricot, en présence et en absence du NaCl, lorsqu’elle est
coinoculée avec Rhizobium phaseoli, et assure méme dans le cas de la forte
concentration en NaCl (12 g/l) un effet de biorémediation et de neutralisation de

I'effet du sel.

Il est évident qu’afin d’améliorer la croissance des plantes dans des
conditions de salinité, il est nécessaire d’améliorer leur tolérance au stress. En
raison de la complexité et la lourdeur des techniques de création de variétés
tolérantes a la salinité, l'utilisation des PGPR, notamment Pseudomonas et
Rhizobium, constitue une alternative intéressante dans I'amélioration de la

croissance des plantes dans de telles conditions.

Avec la complexité relationnelle entre les communautés microbiennes
telluriques, notamment entre les symbiotiques et les non symbiotiques, il est
recommandé d’approfondir les connaissances sur les systémes de communication
de ces rhizobactéries. L'étude de ces rhizobactéries doit étre reconduite et
expérimentée dans des conditions expérimentales plus élaborées en déterminant
'impact des facteurs biotiques et abiotiques sur l'interaction plante-PGPR. Il est
également souhaitable d’étudier, d’identifier et de quantifier les métabolites
secondaires secrétés par ces bactéries, comme les acides organiques, les
produits volatiles, les sidérophores, les enzymes, I'ACC désaminase, les
cytokinines et les gibbérellines par I'emploi des analyses biochimiques et
moléculaires plus poussées, afin de déterminer leur degré d’'implication dans les

processus physiologiques étudiés.



APPENDICE A
LES MILIEUX DE CULTURES ET SOLUTIONS NUTRITIVES

Annexe 1 : Milieu B de King
Peptone 20g.

Glycérol 15ml.

K:HPO, 1,5¢.

MgSos 1,5g.

Agar 15g.

Eau distillée 1000ml.

PH=7,2, autoclavage 20minutes a 120°C.

Annexe 2 : Milieu PDAE (Potato Dextrose Agar+ Extrait de levure)
Pomme de terre 200g.

Dextrose 20g.

Extrait de levure : 0,25 g

Agar 15g.

Eau distillée 1000ml.

PH=7, autoclavage 20 minutes a 120°C.

Annexe 3 : Solution de HOAGLAND

Produit Formule chimique Concentration
en mqg/l
Nitrate de potassium KNO3 191,90
Nitrate de calcium (NO3), Ca 4H20 129,80
Nitrate d’Ammonium NO3 NH4 210
Sulfate de magnésium SO4Mg 7H20 61,5
Phosphate PO4H2K 54,40
monopotassique
Hydrogenophosphate di- | PO4K2H 3H20 34,23
potassium
Chlorure de manganese | Cl,Mn 4H20 1,80
Sulfate de cuivre CuS0,5H20 0,176
Sulfate de zinc Zn SO4 7H20 0,219
Acide borique H3BO3 2,861
Molybdate d’Ammonium | MO;0,4 (NH4) 7H20 0,285
Complexe ferrique EDTA | CioH12FeN,NaOg 0,050
ferrique




APPENDICE B
RESULTATS DES ANALYSES STATISTIQUES DE LA PROMOTION DE LA
CROISSANCE IN PLANTA EN ABSENCE DU NacCl.

Annexe 1 : Modele ANOVA appliqué aux effets de deux souches PGPR sur la le

nombre des feuilles

Effets Sommes des carrés | D.D.L | Carrés moyens | F- ratio P
ord. origine |6674083 1 6674083 834,2604 |0,000
Souches 250,917 3 83,639 10,4549 0,003
Erreur 64,000 8 8,000

Annexe 2 : Modéle ANOVA appligué aux effets de deux souches PGPR sur la

surface foliaire

Effets Sommes des carrés |D.D.L | Carrés moyens | F- ratio P
ord. origine | 1244681 1 1244681 1704,262 |0,000
Souches  |184805 3 61602 84,347 0,000
Erreur 5843 8 730

Annexe 3 : Modéele ANOVA appliqué aux effets de deux souches PGPR sur la le
poids frais aérien

Effets Sommes des carrés |D.D.L | Carrés moyens | F- ratio P
ord. origine |5440,873 1 5440,873 507,8504 0,000
Souches 518,702 3 172,901 16,1385 0,000
Erreur 85,708 8 10,714

Annexe 4 : Modele ANOVA appliqué aux effets de deux souches PGPR sur le

poids sec aérien

Effets Sommes des carrés | D.D.L | Carrés moyens | F- ratio P
ord. origine | 23,15741 1 23,15741 2589,831 0,000
Souches |1,86616 3 0,62205 69,568 0,000
Erreur 0,07153 8 0,00894




Annexe 5 : Modéele ANOVA appliqué aux effets de deux souches PGPR sur la

longueur de la tige

Sommes des carrés|D.D.L |Carrés moyens | F- ratio P
Effets
ord. origine | 17404,08 1 17404,08 1864,723 |0,000
Souches  [436,25 3 145,42 15,580 0,001055
Erreur 74,67 8 9,33

Annexe 6 : Modéele ANOVA appliqué aux effets de deux souches PGPR sur le

poids frais de la partie racinaire

Effets Sommes des carrés |D.D.L | Carrés moyens | F- ratio P

ord. origine | 1,936033 1 1,936033 325,3838 0,000000
Souches  |0,497767 3 0,165922 27,8861 0,000138
Erreur 0,047600 8 0,005950

Annexe 7 : Modéle ANOVA appliqué aux effets de deux souches PGPR sur le

poids sec de la partie racinaire

Effets Sommes des carrés |D.D.L | Carrés moyens | F- ratio P

ord. origine |0,869408 1 0,869408 414,0040 0,000000
Souches  |0,305892 3 0,101964 48,5542 0,000018
Erreur 0,016800 8 0,002100

Annexe 8 : Modéele ANOVA appliqué aux effets de deux souches PGPR sur la

longueur de la racine

Effets Sommes des carrés |D.D.L | Carrés moyens | F- ratio P

ord. origine |6864,083 1 6864,083 442,8441 0,000000
Souches  |600,917 3 200,306 12,9229 0,001957
Erreur 124,000 8 15,500

Annexe 9 : Modéle ANOVA appliqué aux effets de deux souches PGPR sur le

nombre des nodules

Effets Sommes des carrés|D.D.L |Carrés moyens | F- ratio P

ord. origine |98826,75 1 98826,75 5647,243 0,000000
Souches  [99164,25 3 33054,75 1888,843 0,000000
Erreur 140,00 8 17,50




APPENDICE C

RESULTATS DES ANALYSES STATISTIQUES DE L’EFFET DU NACL SUR
LES PLANTS D’HARICOT.

Annexe 1. Modele ANOVA appliqué aux effets du NaCl sur le nombre des

feuilles

Effets Sommes des carrés |D.D.L | Carrés moyens |F- ratio P

ord. origine |2436,750 1 2436,750 211,8913 0,000000
NaCl 212,250 3 70,750 6,1522 0,017905
Erreur 92,000 8 11,500

Annexe 2: Modele ANOVA appliqué aux effets du NaCl sur la surface foliaire

Effets Sommes des carrés |D.D.L | Carrés moyens | F- ratio P

ord. origine |289514,4 1 289514,4 542,8185 0,000000
NacCl 43855,4 3 14618,5 27,4086 0,000147
Erreur 4266,8 8 533,4

Annexe 3 : Modele ANOVA appliqué aux effets du NaCl sur le poids frais de la

partie aérienne

Effets Sommes des carrés |D.D.L | Carrés moyens | F- ratio P

ord. origine |824,6892 1 824,6892 94,56388 0,000010
Souches | 265,4908 3 88,4969 10,14760 0,004213
Erreur 69,7678 8 8,7210

Annexe 4: Modele ANOVA appliqué aux effets du NaCl sur le poids sec de la

partie aérienne

Effets Sommes des carrés | D.D.L |Carrés moyens | F- ratio P

ord. Origine | 6,097576 1 6,097576 181,3154 0,000001
NaCl 0,678982 3 0,226327 6,7300 0,014027
Erreur 0,269037 8 0,033630




Annexe 5 : Modele ANOVA appliqué aux effets du NaCl sur la longueur de la tige

Effets Sommes des carrés | D.D.L | Carrés moyens | F- ratio P

ord. origine | 9832,688 1 9832,688 1105,314 0,000000
NaCl 30,396 3 10,132 1,139 0,390225
Erreur 71,167 8 8,896

Annexe 6 : Modele ANOVA appliqué aux effets du NaCl sur le poids frais de la

partie racinaire

Effets Sommes des carrés | D.D.L | Carrés moyens | F- ratio P

ord. origine |0,240833 1 0,240833 214,0741 0,000000
NaCl 0,008167 3 0,002722 2,4198 0,141301
Erreur 0,009000 8 0,001125

Annexe 7 : Modele ANOVA appliqué aux effets du NaCl sur le poids sec de la

partie racinaire

Effets Sommes des carrés | D.D.L | Carrés moyens | F- ratio P

ord. origine |0,060208 1 0,060208 116,5323 0,000005
NaCl 0,001758 3 0,000586 1,1344 0,391779
Erreur 0,004133 8 0,000517

Annexe 8 : Modele ANOVA appliqué aux effets du NaCl sur la surface foliaire

Effets Sommes des carrés |D.D.L | Carrés moyens | F- ratio P

ord. origine |2133,333 1 2133,333 234,8624 0,000000
NacCl 14,000 3 4,667 0,5138 0,684120
Erreur 72,667 8 9,083

Annexe 9 : Modele ANOVA appliqué aux effets du NaCl sur le nombre des

nodules

Effets Sommes des carrés |D.D.L | Carrés moyens | F- ratio P

ord. origine |39330,75 1 39330,75 5130,098 0,000000
NacCl 6200,92 3 2066,97 269,605 0,000000
Erreur 61,33 8 7,67




Annexe 10 : Modele ANOVA appliqué aux effets du NaCl sur la teneur en sucres

solubles

Effets Sommes des carrés |D.D.L | Carrés moyens | F- ratio P

ord. origine |772549,8 1 772549,8 15175,55 0,000000
NaCl 66861,6 3 22287,2 437,80 0,000000
Erreur 407,3 8 50,9

Annexe 11 : Modéle ANOVA appliqué aux effets du NaCl sur la teneur en proline
Effets Sommes des carrés | D.D.L | Carrés moyens | F- ratio P

ord. origine |78095,01 1 78095,01 7460,998 0,000000
NaCl 79184,55 3 26394,85 2521,697 0,000000
Erreur 83,74 8 10,47




APPENDICE D

RESULTATS DES ANALYSES STATISTIQUES DE LA PROMOTION DE LA
CROISSANCE IN PLANTA EN PRESENCE DU NacCl.

Annexe 1 : Modele ANOVA appliqué aux effets de deux souches PGPR en

interaction aux doses de NaCl sur le nombre des feuilles

Effets Sommes des carrés |D.D.L  |Carrés moyens |F-ratio |P

ord. origine |16096,69 1 16096,69 1839,621 |0,000000
Bacteries X | 55, &, 9 3572 4083  |0,001449
NacCl

Erreur 280,00 32 8,75

Annexe 2 : Modele ANOVA appliqué aux effets de deux souches PGPR en

interaction au NaCl sur la surface foliaire

Effets Sommes des carrés |D.D.L |Carrés moyens |F-ratio |P

ord. origine |2885307 1 2885307 5260,499 | 0,000000
Bacteries X | 7545 9 9727 17,735 |0,000000
NaCl

Erreur 17552 32 548

Annexe 3 : Modele ANOVA appliqué aux effets de deux souches PGPR en

interaction au NaCl sur le poids frais de la partie aérienne

Effets Sommes des carrés |D.D.L |Carrés moyens |F-ratio P

ord. origine  |8413,490 1 8413,490 1122,590 |0,000000
Bacteries X |15 755 9 23,973 3199  |0,007157
NacCl

Erreur 239,831 32 7,495

Annexe 4 : Modele ANOVA appliqué aux effets de deux souches PGPR en

interaction aux doses de NaCl sur le poids sec de la partie aérienne

Effets Sommes des carrés  |D.D.L |Carrés moyens |F-ratio [P

ord. origine |55,43775 1 55,43775 3658,307 | 0,000000
Bactéries X | po4g 9 006216 4102 |0,001401
NacCl

Erreur 0,48493 32 0,01515




Annexe 5 : Modele ANOVA appliqué aux effets de deux souches PGPR en

interaction aux doses de NaCl sur la longueur de la tige

Effets Sommes des carrés |D.D.L  |Carrés moyens |F-ratio |P

ord. origine |65158,17 1 65158,17 7670,367 | 0,000000
Ezgléries X 3201 9 3,56 0419  |0,915464
Erreur 271,83 32 8,49

Annexe 6 : Modele ANOVA appliqué aux effets de deux souches PGPR en

interaction aux doses de NaCl sur le poids frais de la partie racinaire

Effets Sommes des carrés |D.D.L  |Carrés moyens |F-ratio |P

ord. origine |4,159519 1 4,159519 787,9120 | 0,000000
Bacteries X |, 100335 9 0,233371 44,2060 | 0,000000
NaCl

Erreur 0,168933 32 0,005279

Annexe 7 : Modele ANOVA appliqué aux effets de deux souches PGPR en

interaction aux doses de NaCl sur le poids sec de la partie racinaire

Effets Sommes des carrés  |D.D.L  |Carrés moyens |F-ratio |P

ord. origine |0,392408 1 0,392408 256,6158 | 0,000000
Bacteries X 0,006008 9 0,000668 0,4366 | 0,904916
NaCl

Erreur 0,048933 32 0,001529

Annexe 8 : Modele ANOVA appliqué aux effets de deux souches PGPR en

interaction aux doses de NaCl sur la longueur de la racine

Effets Sommes des carrés |D.D.L |Carrés moyens |F-ratio [P

ord. origine |23629,69 1 23629,69 2268,450 |0,000000
Bacteries X 103,02 9 11,45 1,099 0,391154
NacCl

Erreur 333,33 32 10,42

Annexe 9 : Modele ANOVA appliqué aux effets de deux souches PGPR en

interaction aux doses de NaCl sur le nombre des nodules

Effets Sommes des carrées |D.D.L |Carrées moyens |F-ratio |P

ord. origine |97028,17 1 97028,17 4771,877 |0,000000
Bacteries X | g6 00 3 28,67 1,410 0,276428
NaCl

Erreur 325,33 16 20,33




Annexe 10 : Modele ANOVA appliqué aux effets de deux souches PGPR en

interaction aux doses de NaCl sur la teneur en sucres solubles

Effets Sommes des carrés |D.D.L |Carrés moyens |F-ratio |P

ord. origine | 2199702 1 2199702 54913,84 |0,000000
Bacteries X | 5375 9 5486 136,97 0,000000
NacCl

Erreur 1282 32 40

Annexe 11 : Modele ANOVA appliqué aux effets de deux souches PGPR en

interaction aux doses de NaCl sur la teneur en proline

Effets Sommes des carrés |D.D.L |Carrés moyens |F-ratio |P

ord. origine |223910,6 1 223910,6 13928,10 | 0,000000
Bacteries X | 50248 9 9 2816.5 175,20 0,000000
NacCl

Erreur 514,4 32 16,1




LES TABLEAUX DES RESULTATS

APPENDICE E

Annexe 1 : Variation du taux de germination en fonction de I'inoculation

bactérienne et des doses de NaCl pendant un séjour de 5 jours.

Séjour de germination (h)
Bactérisatio NaCl
n (g/l) 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
sans Co 0O 0 20 40 70 80 100 100 100 100
bactérisatio c1 0O 0O 20 50 60 80 90 90 90 90
n C2 0O O 10 30 30 40 60 80 80 90
C3 0O 0 0O O O 20 30 40 50 50
Rhizobium .CO 0O 0 30 40 70 90 100 100 100 100
sp C1 0O O 30 40 50 70 80 100 100 100
c2 0O O 20 40 40 50 70 100 100 100
C3 0O 0 O O 20 30 40 60 70 80
Pseudomon CO 0O 0O 40 60 60 80 100 100 100 100
as C1 0O 0 30 40 70 80 100 100 100 100
C7R12 c2 O 0 30 30 50 60 80 80 100 100
C3 O 0 O O 30 30 40 70 80 80
Rhizobium  Co0 0O 0 70 80 100 100 100 100 100 100
sp C1 0O 0 70 80 90 100 100 100 100 100
+ C2 0O 0 50 50 70 90 90 100 100 100
Pseudomon
as
C7R12 C3 0O 0O 0 30 40 60 70 90 90 90




APPENDICE F
SYMBOLES

‘C : degré celsius.

Mg : microgramme

ACC : 1- aminocyclopropane-1-carboxylate
ADP : Adénosine di phosphate

AlA : Acide indole acétique

ATP : Adénosine triphosphate

Cm : centimetre

DAPG : 2,4-Diacetyl PhloroGlucinol
Do : densité optique.

EPS : Exopolysaccharide.

FSN : fixation symbiotique de I'azote
g : gramme

HR : hypersensibilité

ISR : Resistance systémique induite.
|: litre

LPS : Lipopolysaccharide

MF : matiere fraiche

ml : millimetre

PGPR : bactéries rhizosphériques promotrices de la croissance des plantes.
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