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Résumé

La présente étude a pour objectif d’analyser le pouvoir de tolérance et de promotion de la
croissance de 1’orge inoculé par des bactéries appartenant au genre Bacillus et Pseudomonas et
conduit dans un essai in planta dans des conditions de stress hydrique et salin. La mise en évidence
de la croissance bactérienne in vitro sous 1’effet de la salinité sur les souches de Pseudomonas et
de Bacillus a révélé des résultats homogenes. Les différentes souches ont toléré les concentrations
de NaCl appliquées (100mM, 200mM, 0,5M, 0,8M) mais pour la concentration 1M, I’ensemble
des souches sans distinction, présente une croissance moins importante, notée en boite de pétri par
une baisse de leur aspect visqueux et créemeux comparés aux boites témoins.

L’analyse in planta de l'effet de I’inoculation de Pseudomonas brassicacearum (CR2),
Pseudomonas brassicacearum (EPR3), Bacillus cereus (OS1) et Bacillus methylotrophicus (OS4)
sur le comportement morpho-biochimique chez la variété d’orge Saida soumise a un stress
hydrique a permis de montrer que la détermination du poids frais et du poids sec de la partie
racinaire et ceux de la partie aérienne est un critére de résistance a la sécheresse. Le stress hydrique
appliqué aux plants d’orge inoculés par les souches de Bacillus et de Pseudomonas a induit une
augmentation du poids frais et de la teneur relative en eau d’une maniére tres hautement
significative (P=0.000).

L’effet de I’inoculation de Pseudomonas et de Bacillus en conditions salines, sur le comportement
de I’orge a été étudié et montre une amélioration considérable de la croissance de la plante et des
poids frais et secs des racines. Le stress salin généré par I’application des deux doses de NaCl (100
mM et 200 mM) a permis de montrer qu’a la concentration de 100 mM, le poids frais de la partie
aérienne et celui de la partie racinaire a augmenté avec les souches des deux genres Pseudomonas
et Bacillus.

Les résultats des plants d’orge en interaction avec les bactéries testées obtenus en conditions de
stress hydrique et salin, montrent que leur inoculation aux semences d’orge a permis de leur
conférer une amélioration des parameétres morphologiques (poids frais et sec de la partie aérienne
et de la partie racinaire).

Concernant les parameétres biochimiques marqueurs de stress testés, les valeurs de la proline et des
sucres solubles dans le cas du stress hydrique sont variables. En effet, la souche B.
methylotrophicus 0S4 affiche les valeurs les plus élevées de la proline et des sucres solubles chez
les plantes traitées par cette bactérie. La valeur minimale de ces mémes données a été enregistrée
chez I’orge inoculé par la souche CR2.Pour le stress salin, la valeur la plus élevée a été révélee
chez les plantes d’orge bactérisés par la souche P.brassicacearum(EPR3) pour la proline et la
souche B.methylotrophicus (OS4) pour les sucres et la valeur minimale marquée chez la souche
CR2.

D’une maniére générale, les résultats de 1’essai in vitro et in planta sont concordants et concluent
que I’inoculation de 1’orge par ces bactéries a permis un effet bénéfique sur la croissance et
I’adaptation au stress abiotique, marquée par la biomasse végetale et les marqueurs biochimiques.

Mots clés : Tolérance, Sécheresse, Salinité, Pseudomonas, Bacillus, Hordeum vulgare.
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Abstract

The present study aims to analyze the tolerance and promotion of the growth of barley inoculated
by bacteria belonging to the genus Bacillus and Pseudomonas and conducted in an in planta test
under conditions of water and salt stress. Demonstration of bacterial growth in vitro under the
effect of salinity on Pseudomonas and Bacillus strains revealed consistent results. The different
strains tolerated the NaCl Pseudomonas brassicacearum (CR2), Pseudomonas brassicacearum
(EPR3), Bacillus cereus (OS1) and Bacillus methylotrophicus (OS4) concentrations, but for the
1M concentration, all strains indiscriminately less important, noted in box kneaded by a drop in
their viscous and creamy appearance compared to control boxes.

In planta analysis of the effect of inoculation of Pseudomonas brassicacearum (CR2),
Pseudomonas brassicacearum (EPR3), Bacillus cereus (OS1) and Bacillus methylotrophicus
(OS4) on morpho-biochemical behavior in the barley variety Saida under water stress has shown
that the determination of fresh weight and dry weight of the root part and those of the aerial part
is a criterion of resistance to drought. Water stress applied to barley plants inoculated with Bacillus
and Pseudomonas strains induced an increase in fresh weight and relative water content in a very
highly significant manner (P = 0.000).

The effect of inoculation of Pseudomonas and Bacillus in salt conditions on the behavior of barley
has been studied and shows a considerable improvement in plant growth and fresh and dry weights
of roots. Saline stress was generated by the application of the two doses of NaCl (100 mM and 200
mM) showed that at the concentration of 100 mM, the fresh weight of the aerial part and that of
the root part increased with strains of both genera Pseudomonas and Bacillus.

The results of the barley plants in interaction with the bacteria tested, obtained under conditions
of water and salt stress, show that their inoculation with barley seeds has allowed them to be
improved in the morphological parameters (fresh and dry weight of the aerial part). And the root

part).

Regarding the biochemical stress markers tested the valuesof proline and soluble sugars in the case
of water stress are variable. Indeed, B. methylotrophicus strain OS4, displays the highest values of
proline and soluble sugars in plants treated with this bacterium. The minimum value of these same
data was recorded in the barley inoculated by the strain CR2. For the salt stress, the highest value
was revealed in the barley plants bacterized by the EPR3 strain for the proline and the strain OS4
for sugars and the minimum marked value in strain CR2.

In general, the results of the in vitro and in planta test are concordant and conclude that the
inoculation of barley with these bacteria has had a beneficial effect on growth and adaptation to
abiotic stress, marked by biomass plant and biochemical markers.

Key words: Tolerance, Drought, Salinity, Pseudomonas, Bacillus, Hordeum vulgare.
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Introduction

Introduction

Le sol, symbole de la production agricole, est le support de la biodiversité. C’est le réacteur
biologique qui assure de nombreuses fonctions environnementales. Il offre un habitat pour un tres
grand nombre de microorganismes. La croissance des plantes est fortement influencée par de
nombreux facteurs biotiques et abiotiques entrainent une baisse de la productivité des cultures
conduisant a I'insécurité alimentaire en particulier dans les pays en voie de développement.

Parmi ces facteurs, la disponibilité des terres agricoles, les ressources en eau douce, une faible
activité économique dans le secteur agricole et 1’incessante croissance des stress biotiques et
abiotiques. Il est généralement admis que les stress abiotiques sont considérés comme la principale
cause de la chute du rendement agricole (Reynolds et Tuberosa, 2008). Les pertes potentielles de
rendement sont estimées a 17% dues a la sécheresse, 20% a la salinité, 40% a la température
élevée, 15% aux températures basses et 8% a d'autres facteurs (Rehman et al. 2005; Ashraf et al.
2008).

La salinité est 1’'un des facteurs abiotiques majeurs limitant la productivité des plantes et par
conséquent la production agricole. Dans le monde, plus de 800 millions d'hectares de terres sont
touchés par des niveaux de sel qui pourraient sensiblement réduire la productivité des cultures
(Munns et Testeur, 2008).

En Algérie, 3.2 millions d’hectares de terres agricoles sont menacés par la salinité (Belkhodja et
Bidai, 2004). Le stress salin perturbe le fonctionnement physiologique normal de la plante, ralentit
sa croissance et limite sa productivité. Face a cette contrainte, les plantes mettent en ceuvre
plusieurs mécanismes d'adaptation comme 1’excrétion des ions Na+ et Cl et I’accumulation de
solutés telles que la glycine bétaine et la proline (Hasegawa et al., 2000 ; Munns, 2002).
Plusieurs stratégies ont été développées afin de diminuer les effets toxiques causés par une salinité
élevée sur la croissance des plantes, y compris le génie génétique des plantes (Wang et al., 2000),
et récemment, l'utilisation de rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR)
(Dimkpaet al., 2009).

Les PGPR sont généralement définis comme des bactéries qui peuvent se développer dans, sur,
ou autour de tissus végétaux, et stimuler la croissance des plantes par une variété des mécanismes
(Vessey, 2003).

Ils peuvent également améliorer leur compétitivite et leurs réponses aux facteurs de stress externes.
Ainsi, l'inoculation des plantes stressées par des souches PGPR atténue le stress salin (Ashraf et
al., 2008 ; Saharan et Nehra, 2011).

En conséquence, la croissance des micro-organismes halotolérants associés aux racines des plantes

peuvent conduire a une meilleure fertilité des sols salins (Hallmanet al., 1997).
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Introduction

A I'heure actuelle, les PGPR incluent des taxons bactériens trés divers (Ashraf et al.,2008). Un
nombre tres important de bactéries incluant des espéces de Pseudomonas, Azospirillum,
Azotobacter, Klebsiella, Enterobacter, Alcaligenes, Arthobacter, Burkholderia, Pantoea, Bacillus
et Serratia. L’inoculation de plantes cultivées par des bactéries affiliées a ces derniers genres a
montré une capacité d’améliorer leur croissance et leur adaptation aux différents types de stress
(Kloepper et Beauchamp, 1992; Glick, 1995). Ces rhizobactéries ont la capacité de produire de
nombreux métabolites secondaires et sont faciles a cultiver in vitro ou a manipuler au laboratoire
(Raaijmakers et al., 2002). De plus, les Bacillus offrent un avantage par rapport aux autres
bactéries en raison de leur capacité a former des endospores résistantes aux changements des
conditions environnementales (Cavaglieriet al.,2005).

En outre, la sélection d’une souche PGPR efficace est liée a la caractérisation de ses propriéteés
favorisant la croissance végétale (Cattelanet al., 1999). Ces propriétés sont le plus souvent la
fixation biologique de I'azote (Graham et VVance, 2000), la solubilisation du phosphate (Rodriguez
et al., 2007), la production de sidérophores (Neilands, 1993) et la synthése de phytohormones de
la plante telles que I'acide indole acétique (AlA), les cytokinines ou les gibbérellines (Costacurta
et Vanderleyden, 1995), et I’activité ACC désaminase (Cattelanet al.,1999).

Les objectifs de cette étude ont donc naturellement découlé de ces acquis; evaluer les
potentialités ayant trait a la croissance des plantes des rhizobactéries, caractériser les souches les
plus performantes. Il s’agit principalement dans cette thématique d’estimer les effets de
I'inoculation par des souches bactériennes sous stress salin et hydrique sur les parametres morpho-
biochimiques chez la variété d’orge Saida.

Dans le cadre des recherches multiples sur I’amélioration de la tolérance de I’orge aux contraintes
salines et hydrique, cette étude se propose de répondre aux questions suivantes :

Quelle est la conséquence de I’inoculation d’une variété locale d’orge par deux especes de
Pseudomonas et de Bacillus, sous contrainte saline et hydrique ?

Pour répondre a cette question, nous avons testé des bactéries préalablement identifiées auparavant
comme appartenant au genre Bacillus et au genre Pseudomonas et ayant prouvé leur efficacité
comme agents de biocontr6le de bactérioses de plantes cultivées et comme stimulateurs de la

croissance de la tomate (Krimi et al. ,2016).

Ces bactéries ont été d’abord évaluées in vitro pour leur tolérance a différentes concentrations de
NaCl.



Introduction

Dans un essai mené sur 1’orge inoculé par ces mémes bactéries et conduit sous des conditions de
stress hydrique, nous avons évalu¢ le potentiel de rétention d’eau de cette plante.
Parallélement, un autre essai a été réalisé par inoculation de ces mémes bactéries a des semences
d’orge et repiquées par la suite dans un sol salinisé et irrigué en utilisant deux concentrations de
sel, dans le but de rechercher I’effet stimulateur de croissance de ces bactéries sous de telles
conditions.

Enfin, la confirmation de 1’adaptation a la salinité et au stress hydrique des plantes d’orge
inoculées par ces bactéries a été analysée par la détermination de deux marqueurs biochimiques

de stress a savoir, la proline et les sucres reducteurs.
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La croissance des plantes est fortement influencée par de nombreux facteurs biotiques et
abiotiques. Les microorganismes présents librement dans la rhizosphere peuvent avoir des effets
bénéfiques sur la croissance de la plante en influencant la disponibilité des éléments nutritifs et sa
protection contre les agressions biotiques et abiotiques (Van der Heijden et al., 2008).

1. Différents types de stress abiotiques environnementaux

Le stress abiotique est défini comme 1’impact négatif des facteurs non vivants sur des
organismes vivants dans un environnement spécifique. Les facteurs de stress abiotique, naturels
ou anthropiques, influent négativement sur la performance de la population ou la physiologie des
individus (Vinebrooke et al., 2004). lls causent des dommages aux végétaux et aux animaux mais
les plantes sont plus affectées du fait qu’elles dépendent des facteurs environnementaux.

Divers facteurs de stress abiotiques sont décrits, tels que; la disponibilit¢ d’eau comme la
sécheresse et I’inondation, les températures extrémes (froid, gel, chaleur), la salinité, les carences
nutritionnelles et la structure des sols.

La salinité et la sécheresse sont les deux facteurs majeurs limitant le développement des
plantes. Ils imposent aux plantes un stress osmotique qui perturbe la structure cellulaire et les
fonctions physiologiques (Larcher, 2003).

1.1. Stress hydrique et son action sur les plantes

Le stress hydrique souvent provoqué par la sécheresse, se manifeste quand la quantité d’eau
transpirée est supérieure a la quantité d’eau absorbée. Le manque d’eau et la rareté des
précipitations sont les causes principales du stress hydrique, ce dernier affecte la croissance et le
développement de la plante (Krista, 2003 ; Zryd, 2004).
1.2. Salinité des sols et son action sur les plantes

La salinité des sols est un probleme de grande importance pour l'agriculture irriguée. Les
sols sont souvent salins et présentent un faible potentiel agricole du fait de la présence de sels sous
forme d'ions qui sont les formes d'atomes ou de composés chargés électriquement et solubles dans
I'eau.

Les plantes absorbent les nutriments essentiels sous forme de sels solubles, mais une accumulation
excessive de ces derniers, inhibe fortement la croissance de la plante.

Selon le type de source a partir de laquelle le sol est devenu salin, la salinité peut étre classée en
salinisation primaire et secondaire : La salinisation primaire ou naturelle est due a l'altération des
minéraux et des sols issus de roches meéres salines. La salinisation secondaire est causée par
l'interférence humaine : I’irrigation, la déforestation, le surpaturage ou la culture intensive (Ashraf,
1994).


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/soil-salinity
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2. Contraintes et impact du stress abiotique sur les plantes
2.1. Contraintes du stress salin

Les halophytes sont des plantes naturellement adaptées aux milieux salés. La concentration
intracellulaire de ces plantes en sels peut atteindre 1M grace a 1’haloadaptation spécifique des
enzymes de la paroi cellulaire et des tissus (Flowers et Colmer, 2015).
Selon ce mécanisme d’haloadapatation ou d’adapatation a la salinité, et sur la base du contenu
interne en sels, deux catégories sont distinguées : les plantes de type « inclusif » ou (Includer), qui
stockent le sel dans les vacuoles, le sel est ainsi isolé, par contre celles de type « exclusif »
(Excluder) empéchent le sel de remonter jusqu'aux feuilles. Une premiére barriere existe au niveau
de I'endoderme, une couche interne des cellules de la racine (Ashraf et al., 2006).
Sur la base de leur réponse morphologique, les halophytes sont de deux types : celles excrétrices
de I’exces de sel, visible sur la feuille sous forme de cristaux (Flowers et Colmer, 2015) ou bien,
succulentes capables de stocker de I’eau dans leurs feuilles épaisses (Konnerup et al., 2015).
Les cultures agricoles présentent un spectre de réponses sous le stress salin. La salinité diminue
non seulement la production agricole de la plupart des cultures, mais affecte également les
propriétés physicochimiques du sol et I'équilibre écologique de la région.

Les impacts de la salinité sur les cultures incluent: la faible productivité agricole, les faibles
rendements économiques et les érosions des sols (Hu et Schmidhalter, 2002). Les effets de la
salinité sont le résultat d'interactions complexes entre des processus morphologiques,
physiologiques et biochimiques, notamment la germination des graines , la croissance des plantes
et I'absorption d'eau et de nutriments (Singh et Chatrath, 2001; Akbarimoghaddam et al., 2011).
La salinité du sol impose une toxicité ionique, un stress osmotique, une carence en éléments
nutritifs (N, Ca, K, P, Fe, Zn) et un stress oxydatif sur les plantes, limitant ainsi I'absorption d'eau
par le sol. La salinité du sol réduit considérablement I'absorption du phosphore (P) par les plantes
car les ions phosphates précipitent avec les ions Calcium (Ca) (Bano et Fatima, 2009).

Le milieu de croissance salin provoque de nombreux effets néfastes sur la croissance des
plantes, en raison du stress osmotique caractérisé par un faible potentiel osmotique des solutions
de sol, un stress d0 aux effets ioniques spécifiques et des déséquilibres nutritionnels ou une
combinaison de ces trois facteurs (Ashraf, 2004).

En conclusion, le stress salin présente un triple effet: il réduit le potentiel hydrique, cause
un déséquilibre ionique ou des perturbations en homéostasie ionique et provoque une toxicité
ionigque. Cet état hydrique altéré conduit a une croissance réduite et une limitation du rendement

des cultures.


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/salinity
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/agricultural-production
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/physicochemical-property
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/physicochemical-property
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/ecological-balance
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/soil-erosion
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X14001715#b0160
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/biochemical-process
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/biochemical-process
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/germination
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/germination
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/nutrient-uptake
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/nutrient-uptake
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X14001715#b0345
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X14001715#b0345
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/soil-salinity
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/oxidative-stress
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/water-uptake
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X14001715#b0035
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X14001715#b0025
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2.2. Contraintes de la sécheresse sur les plantes, leur physiologie et sur les microorganismes
associés
Le réchauffement climatique est un phénomeéne d’augmentation de la température
moyenne des océans et de 1’atmosphere terrestre, qui se traduit par une augmentation de la quantité
de chaleur retenue a la surface terrestre selon différents scénarios d’évolution de la concentration
atmosphérique de CO2.
Ces changements ont des effets sur toutes les especes vivantes. La mise en évidence de
I’augmentation de la température permet de caractériser 1’amplitude des problémes dus au
changement climatique, parce que la température est un indice important pour 1’agriculture pour
connaitre le nombre de jours de soleil et la répartition des apports d’eau pendant I’année (Duong,
2000).
Les changements climatiques ont donc modifie I'environnement dans lequel tous les organismes
se développent (Nicotra et al. ,2010). Les espéces qui ont une faible mobilité comme par exemple
la plante, sont les plus désavantagées face aux changements climatiques (Newton et al. ,2012).
Les conditions climatiques et édaphiques vont assurer pour la plante, soit un environnement
favorable a ses besoins, soit un environnement défavorable (stress biotique et abiotique) qui
perturbe son métabolisme et son fonctionnement cellulaire et provoque des anomalies en
conséquence (Beebe et al. ,2011).
Ce disfonctionnement cellulaire entraine souvent la réduction de la disponibilité d’eau qui fermera
les stomates et par conséquent, entrainera une réduction de la conductance stomatique a
I’absorption de CO: (Llusia et Pefiuelas ,2000).Ces changements climatiques résumés par
I’augmentation de CO et la température, peuvent modifier la production de la biomasse végétale
et la composition des communautés végétales (Kardol et al. ,2010).
Une perturbation au niveau des communautés végétales, peut modifier les fonctionnements des
écosystemes terrestres par des changements dans la productivité primaire nette (Norby et al.
,2005).
Les changements climatiques notamment la sécheresse et les hautes températures affectent la
communauté microbienne du sol (Steinauer et al. 2015) ainsi que ’interaction symbiotique
(plante-symbiose), qui est nécessaire pour 1’adaptation et la survie des espéces (Toby Kiers et al.
2010).
La sécheresse est un facteur de stress qui augmente la résistance a la diffusion d’oxygene
dans le nodule (Durand ,2007). Cette résistance augmente la concentration d’oxygene autour de la

rhizosphére des nodules, mais cette augmentation ne stabilise pas le taux de fixation d’azote, ce
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qui suggere qu’il y a d’autres facteurs qui peuvent étre impliqués par ce processus (Del Castillo et
Layzell ,1995).

La sécheresse affecte le potentiel hydrique des plantes et la turgescence, ce qui est suffisant pour
interférer avec les fonctions normales (Hsiao, 2000) en modifiant les caractéristiques
physiologiques et morphologiques des plantes (Rahdari et Hoseini, 2012).

La réduction de la croissance sous stress de secheresse a été étudiée dans plusieurs cultures telles
que, l'orge (Samarah, 2005), le mais (Kamara et al., 2003), le riz (Lafitte et al., 2007) et le blé
(Rampino et al., 2006). Le poids frais et la teneur en eau sont des parametres de croissance courants
affectés par la sécheresse (Jaleel et al., 2009).

La sécheresse en tant que stress multidimensionnel affecte plusieurs compartiments sous-
cellulaires, organes cellulaires et plantes entiéres (Choluj et al., 2004 ; Rahdari et al., 2012 ). Ainsi,
la sécheresse affecte négativement la quantité et la qualité de la croissance des plantes.

Le stress hydrique est I’un des stress environnementaux les plus importants, affectant la
productivité agricole autour du monde, il occupe et continuera d’occuper une trés grande place
dans les chroniques agro-économiques. C’est un probléme séricux dans beaucoup
d’environnements arides et semi-arides comme le cas en Algérie, ou les précipitations changent
d’année en année et ou les plantes sont soumises a des périodes plus ou moins longues de déficit
hydrique (Mefti et al, 2000).

2.3. Applications de lutte contre le stress salin et hydrique
2.3.1. Utilisation de cultures tolérantes au sel

L'utilisation de cultures tolérantes au sel est I'une des stratégies les plus importantes pour

résoudre le probléme de la salinité.
Une tolérance sera nécessaire pour les espéces en cours d'assechement, mais également pour les
cultures annuelles a suivre, car le sel restera dans le sol lorsque la nappe phréatique sera abaissée.
La tolérance au sel dans les cultures permettra également d’utiliser plus efficacement une eau
d’irrigation de mauvaise qualité. Pour augmenter la tolérance au sel des plantes, il est nécessaire
de comprendre les mécanismes de la limitation du sel sur la croissance des plantes et le mécanisme
de la tolérance au sel au niveau de la plante entiere, des organites et des molécules.

Dans des conditions salines, le schéma d’expression des génes change, ainsi que des
modifications qualitatives et quantitatives de protéines. Bien qu’il soit généralement admis que le
stress salin entraine des changements quantitatifs dans la synthése des protéines, il existe certaines
controverses quant a savoir si la salinité active des genes spécialisés impliqués dans le stress salin
(Shrivastava et Kumar ,2014).
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3. Effets bénéfiques des microorganismes du sol et de la rhizosphére sur les plantes

Le terme « rhizosphére » flt utilisé pour la premiere fois par Hiltner (1904) pour designer
la zone d’interaction entre les microorganismes et les racines des plantes (Durand et Knusden,
2002). Plus tard, Curl et Truelove (1986) décrivent la rhizosphére comme « la zone étroite du sol
sujette a I’influence des racines, suite a la perte ou a I’exsudation de substances affectant I’activité
microbienne ».

Les plantes et les bactéries peuvent établir des interactions de type symbiotiques mutualistes, avec
des effets bénéfiques pour les deux partenaires.

Les microorganismes abrités par la rhizosphére peuvent étre constitués de deux groupes: les PGPF
et les PGPB.

Certains champignons stimulent la croissance et la défense de la plante, accompagnée
d’une activité antagoniste envers différents organismes phytopathogenes. Ces champignons sont
appelés PGPF “ Plant Growth-Promoting Fungi” (Whipps, 2001).Les PGPF, peuvent étre des
champignons filamenteux voire méme des levures également appelées PGPY pour “Plant Growth-
PromotingYeasts”, présents naturellement chez des plantes herbacées que chez les plantes
ligneuses et sont a 1I’origine de symbioses remarquables telles que les mycorrhizes (Harman et al.,
2004).

Parallelement aux PGPF, les bactéries bénéfiques sont également utilisées pour la protection de la
plante contre les infections par les agents pathogenes, dont certaines peuvent stimuler la croissance
de leur hote végeétal et présentent un grand intérét pour I’agriculture.

Ces micro-organismes bactériens bénéfiques ou PGPB proviennent de différentes niches
écologiques telles que la rhizosphere, la spermosphere, la phyllosphere,l’anthosphere ou la
carposphére (Compant, 2007). Dans la rhizosphére, la concentration en bactéries peut étre 10 a
1000 fois supérieure a celle du reste du sol (Lugtenberg et Kamilova, 2009).

3.1. Mécanismes d’action des PGPR

Les rhizobactériesou PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) sont les bactéries
ayant la capacité de coloniser les racines de facon intense. Les bactéries non symbiotiques
répondant a cette définition appartiennent a différents genres et espéces dont les plus étudiés sont
: Agrobacterium radiobacter, Azospirillum spp., Bacillus spp.et les Pseudomonas spp. fluorescents
(Hallmann et al., 1997).

Plusieurs études sur la relation PGPR/amélioration de I'absorption des nutriments ont conclu que
l'application des inoculations bactériennes améliore considérablement 1’absorption des éléments

minéraux comme 1’azote, le phosphore et le potassium.
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Les effets bénéfiques des rhizobactéries sur la croissance végétale résultent de différents
mécanismes exercés, dont les modes d’action sont directs ou indirects, bien que la différence entre
les deux ne soit pas toujours évidente. Les mécanismes indirects sont, en général, ceux qui se
produisent en dehors de la plante, tandis que les mécanismes directs sont ceux qui se produisent a
I’intérieur de la plante et affectent directement leur métabolisme (Cherif, 2014).

Ces mécanismes pouvant étre actifs simultanément ou séquentiellement a différentes étapes de la

croissance des plantes sont :

» La solubilisation des phosphates, la fixation de I'azote et les minéraux nutritifs, rendant ces
aliments disponibles pour la plante.

» La production de phytohormones telles que I'acide d'indole-3-acetic (IAA)

La répression des microorganismes pathogenes du sol, par la production du cyanure d’hydrogéne

(HCN), de sidérophores, d’antibiotiques, et/ou de la concurrence pour les nutriments (Gupta et al.,

2000).

» De plus, les PGPR peuvent contribuer dans 1’amélioration de la résistance de la plante aux
stress biotiques et abiotiques tels que, la salinité, la sécheresse et la toxicité par les métaux
lourds.

Sur la base de 1” activité des PGPR, Somers et al., (2004) ont classé les PGPR en 4 groupes, (i)

les biofertilisants qui ont pour rdle d’augmenter la disponibilité des éléments nutritifs aux plantes,

(ii) les phytostimulateurs qui améliorent la croissance des plantes, habituellement par la production

de phytohormones,(iii) les rhizoremédiateurs qui dégradent les polluants organiques et(iiii)les

biopesticides dont le role est de lutter contre les maladies, principalement par la production de
métabolites antibiotiques et antifongiques.

3.2. Principaux genres bactériens impliqués dans la fonction PGPR

3.2.1. Bactéries du genre Pseudomonas, caracteres physiologiques et écologiques

Les bactéries apparentées au genre Pseudomonas (du grec : pseudes, « faux » et mona,

« Unité ») sont trés ubiquistes, ils colonisent des niches écologiques tres diverses, elles ont été

isolées de diverses sources d’'eau allant des eaux douces, aux eaux saumatres et méme 1’eau de

mer, du sol, des poussiéres en suspension dans l'air et des végétaux (Palleroni, 2009).

Selon Palleroni (2009), les caractéristiques morphologiques de base communes a presque toutes

les espéces apparentées au genre Pseudomonas sont; la forme de bacille droit et la présence d'un

ou plusieurs flagelles polaires. Aucune spore n’est produite, ce sont des bactéries a Gram négatif.

Ces caractéristiques morphologiques définissent les «Pseudomonads», mais l'appartenance au

genre Pseudomonas nécessite certains caracteres physiologiques supplémentaires, comme un

métabolisme énergétique strictement respiratoire et la nutrition du type chimio-organotrophe.

9
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Les Pseudomonas sont a catalase positive avec une teneur en GC de 58-69% (Palleroni,
2009). Plus d'une centaine d'espéces ubiquitaires sont comprises dans ce genre.

Les différentes especes de Pseudomonas sont divisées en cing groupes selon leur ARNr. Le sous-
groupe des Pseudomonas fluorescents, appartenant au premier groupe génomique, est le plus
étudié. Les especes appartenant a ce groupe sont : Pseudomonas aeruginosa, espéce pathogene
pour I’homme, P.syringae, espece phytopathogene,P.fluorescens, P.putida, et P. chlororaphis (=
Pseudomonas aureofaciens) qui rassemble des espéces saprophytes (Hofte et Altier, 2010).
Domaine: Bacteria

Phylum: Proteobacteria

Classe: Gamma-Proteobacteria

Ordre : Pseudomonadales

Famille : Pseudomonadaceae

Genre : Pseudomonas

3.2.2. Bactéries du genre Bacillus, caractéres physiologiques et écologiques

Ce sont des bactéries aérobies ou aéro-anérobies facultatives formant des endospores.

Depuis la découverte des bactéries, la possession d'une spore a été utilisée comme une clé dans la
classification. Les caractéristiques distinctives entre les membres du genre Bacillus et les autres
bacilles sporulants, sont la nature aérobie stricte ou facultative, la forme bacillaire et la production
de catalase.
Le genre Bacillus a subi des changements taxonomiques considérables. Les premieres tentatives
de classification des espéces de Bacillus sont fondées sur deux caractéristiques: la croissance
acrobie et la formation d’endospores. Deux espéces forment des endospores, Bacillus anthracis et
B. subtilis.

Les caracteres physiologiques des Bacillus sont impressionnants ; ils peuvent dégrader la
plupart de la matiere organique animale ou végétale (cellulose, amidon, protéines,
hydrocarbures...), ils produisent des enzymes extracellulaires, des antibiotiques peptidiques et
des molécules peptidiques de signal.

Leurs caracteres métaboliques les classent parmi les organismes hétérotrophes au carbone,
ils peuvent étre aussi bien nitrifiants que dénitrifiants, fixateurs d'azote, percepteurs de fer, oxydent
le sélénium et oxydent et réduisent le manganese. Les Bacillus spp. sont des chimiolithotrophes
facultatifs, acidophiles, alcalophiles, psychrophiles, thermophiles, halotolérants ou halophiles et
sont capables de croitre a des valeurs de pH, de température et de concentrations de sel ou peu
d'autres organismes peuvent survivre. A cause de cette variabilité physiologique, leur

connaissances sur I'écologie du genre Bacillus sont tres insignifiantes (Holt et al., 1994 ).

10
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Dans le sol, les Bacillus représentent une grande fraction de la communauté microbienne, ils
partagent leur milieu avec d’autres bactéries commensales représentées principalement par les
genres Pseudomonas et Actinomyces. On les retrouve sous tous les horizons, ils présentent une
diversité de capacités physiologiques qui leur permet de vivre dans une large variété d'habitats tels
que l'eau de mer, les profondeurs abyssales et les sédiments (Andrea et al., 2008).

Domaine: Bacteria

Phylum: Firmicutes

Classe: Bacilli

Ordre: Bacillales

Famille: Bacillaceae

Genre: Bacillus

4. Rhizobactéries (PGPR): un outil biologique de réduction du stress abiotique chez les
plantes

Plusieurs stratégies ont été développées afin de réduire les effets toxiques causés par la forte

salinité sur la croissance des plantes, y compris l'utilisation de bactéries favorisant la croissance
des plantes (PGPB) (Dimkpa et al., 2009).
Le role des micro-organismes dans la promotion de la croissance des plantes, la gestion des
éléments nutritifs et le contrdle des maladies est bien connu et bien établi. Ces micro-organismes
bénéfiques colonisent la rhizosphére et ou 1’endorhizosphére des plantes et favorisent leur
croissance par le biais de divers mécanismes directs et indirects (Nia et al., 2012 , Ramadoss et al.,
2013).

Des études suggerent que l'utilisation des PGPB est devenue une alternative prometteuse pour
atténuer le stress des plantes causé par la salinité et que le réle des microorganismes dans la gestion
des stress biotiques et abiotiques gagne en importance(Yao et al., 2010).

4.1. Tolérance au stress biotique et abiotique par les rhizobactéries favorisant la croissance
des plantes

La rhizosphere de la plante est enrichie de sources de nutriments excrétées par des
racines qui abritent une plus grande abondance de population microbienne que le sol environnant
(Lugtenberg et Kamilova, 2009). Les bactéries bénéfiques libres vivant dans la rhizosphere qui
exercent des activités bénéfiques sont connues sous le nom de rhizobactéries favorisant la
croissance des plantes (PGPR). Certaines d'entre elles sont des endophytes facultatifs qui
envahissent davantage les espaces intercellulaires des tissus hotes et se developpent comme des

endophytes pour établir une association mutuellement bénéfique.
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Les PGPR vivant a I'extérieur de la cellule végétale sont associés différemment aux racines
des plantes et sont directement liés aux mécanismes sous-jacents des interactions plante-
microorganisme. La majorité des PGPR colonisent la surface radiculaire et prosperent dans les
espaces entre les poils radiculaires et les couches rhizodermiques, alors que certains ne sont pas
physiquement en contact avec les racines (Gray et Smith, 2005). Les exsudats de racines font partie
intégrante des événements de signalisation de la rhizosphere et régulent la communication lors
d'interactions bénéfiques plante-microorganisme.

Il est admis que les phénols, les flavonoides et les acides organiques secrétés par les racines
agissent comme des signaux chimiques pour la chimiotactisme bactérien, la sécrétion
d'exopolysaccharides, la détection du quorum et la formation de biofilms lors de la colonisation
par la rhizosphere (Badri et al., 2009; Narula et al., 2009).

Isolés des sols ou de la rhizosphére, les PGPR sont criblés in vitro pour les caractéristiques
favorisant la croissance des plantes et testés pour ses effets bénéfiques dans des essais en serre et
au champ avant la commercialisation.

Les PGPR favorisent la croissance et le développement des plantes grace a divers

mécanismes, tels que l'assimilation améliorée des nutriments (biofertilisants) par fixation
biologique de I'azote, solubilisation du phosphore ou acquisition du fer (Sharma et al., 2013), le
contréle des agents pathogenes par antagonisme et concurrence (agents de biocontréle) (Compant
et al., 2005). Par ailleurs, ils dégradent les polluants organiques et réduisent la toxicité des sols
contaminés sur les métaux (bioremédiation) et facilitent la phytoremédiation (Divya et Kumar,
2011; Janssen et al., 2015).
L'inoculation avec les PGPR est connue pour moduler la régulation du stress abiotique via des
mécanismes directs et indirects induisant une tolérance systémique (Yang et al., 2009). De
nombreux PGPR ont été étudiés pour leur réle dans I'amélioration des relations plante-eau, de
I'hnoméostasie des ions et de I'efficacité photosynthétique chez les plantes soumises au stress salin;
leurs mécanismes d'amélioration sont complexes et souvent mal compris.

Ces mecanismes sont régulés par un réseau complexe d'événements de signalisation se
produisant pendant I'interaction plante-microbe et par conséquent, le soulagement des contraintes
qui en résulte (Smith et al., 2017). L'accumulation de preuves a l'aide de techniques a haut débit
implique que la compréhension du fonctionnement dynamique des PGPR en relation avec la
conductance stomatique, le transport des ions, l'absorption d'eau et de nutriments, ['état
physiologique, les protéines de transduction du signal, les enzymes antioxydantes et le

métabolisme des glucides chez les plantes est importante pour la détermination du facteur induit.
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Le terme tolérance systémique induite (TSI) a été proposé pour désigner les modifications
physiques et chimiques induites par les PGPR qui entrainent une tolérance accrue au stress
abiotique. Les PGPR facilitent indirectement la croissance des plantes en réduisant les agents
pathogenes des plantes ou directement en facilitant I'absorption de nutriments par la production de
phytohormones comme par exemple, I’auxine, la cytokinine et les gibbérellines, par une réduction
enzymatique des niveaux d'éthyléene dans les plantes et/ou par la production de sidérophores
(Shrivastava et Kumar, 2014).

Le rble des micro-organismes dans la croissance des plantes, la gestion des éléments nutritifs et
I’activité de biocontrdle est trés bien établi. De plus, le role des micro-organismes dans la gestion
des stress biotiques et abiotiques prend de 1I’importance. Les explications possibles du mécanisme
de tolérance des plantes a la sécheresse induite par les rhizobactéries incluent:

1) la production de phytohormones comme I'acide abscisique (ABA), I’acide gibbérellique, les
cytokinines et 1’acide indole-3-acétique (IAA); 2) ’ACC désaminase pour réduire le niveau
d'éthyléne dans les racines; 3) la tolérance systémique induite par des composés bactériens;

4) les exopolysaccharides bactériens (Yang et al., 2009; Dimkpa et al., 2009). L’effet positif de
ces molécules sur la germination des graines, la formation de racines et 1’élongation de la tige est
confirmé par plusieurs chercheurs (Zahir et al., 2004; Glick et al., 2007).

4.2. Production de sidérophores

Le fer est un micronutriment indispensable pour la majorité des organismes. En dépit de son
abondance, cet élément est peu soluble et donc peu disponible dans les sols cultivés (Ma, 2005).
Pour I’acquérir, les micro-organismes ont recours a la synthese de sidérophores (Schwyn et
Neilands, 1987). Cette synthése n’a lieu qu’en situation de carence en fer (whipps, 2001).

La pyoverdine (ou pseudobactine), la pyocheline et I’acide salicylique sont les principaux groupes
produits par les Pseudomonas fluorescents (Meyer et Abdallah, 1978).

Les sidérophores sont libérés par les bactéries dans la rhizosphére ou les concentrations
peuvent atteindre 107 & 10® M (Powell et al, 1980). Néanmoins, dans 1’environnement, cette
production est fortement influencée par une grande variété de facteurs tels que, la concentration
du fer, la nature et la concentration en source de carbone et d’azote, les teneurs en phosphates,
ainsi que la présence d’¢éléments traces comme le magnésium et le zinc (O’Sullivan et Ogara,
1992).

L’inoculation des semences par des bactéries PGPR productrices de sidérophores améliore la
croissance végétale et augmente le taux de chlorophylle (Sharma et al.,2003). Parmi les espéces
utilisées comme inocula, citons : Aeromonas, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Pseudomonas,

Rhizobium, Serratiaet Streptomyces spp. (Sujatha et Ammani, 2013).

13


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/nutrient-uptake
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/auxin
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/siderophore
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/nutrient-management
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/abscisic-acid
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501315300380#bib0740
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501315300380#bib0230

Chapitre 01 Syntheése bibliographique

4.3. Acide indole acétique (AlA)

L’AIA est une phytohormone puissante produite par les PGPR. Elle contr6le un large
éventail de processus liés au développement de la plante et de la croissance. En effet, cette
hormone présente un role clé dans I’amélioration de la croissance des racines et des poils latéraux
et polaires, dans la différenciation des tissus vésiculeuse et dans I'entretien du méristeme (Fukaki
etal., 2007). D’aprés (Ahemad et Kibret, 2014), 1’ AIA affecte la division cellulaire, I’extension et
la différenciation, stimule la germination des graines des semences et des tubercules, augmente le
taux de xyléme et le développement des racines, contrdle des processus de croissance végétative,
stimule la formation des racines latérales et adventives et intervient dans les tropismes en réponse
a la gravite (gravitropisme) ou a la lumiere (phototropisme).

La biosynthése de I’AIA chez les bactéries est stimulée par différents types de stress
environnementaux tels que; 1’acidité, le stress osmotique et la carence en carbone (Spaepen et
al.,2007). Ainsi, la supplémentation du milieu de germination (sable-tourbe) par des souches de
Pseudomonas fluorescensproductrices d’AIA améliore la croissance des plantes de tournesol
soumises a un stress salin (Shilev et al., 2010).

4.4. Cytokinines

Les cytokinines stimulent la division cellulaire des plantes, régulent la différenciation de
méristéeme de la racine et inhibent I'allongement des racines primaires et la formation de racines
latérales (Riefler et al., 2006). Divers genres bactériens PGPR tels que Arthrobacter,
Azospirillumet I’espéce P.fluorescens, sont capables de produire ce type de molécules (De
Salamone et al., 2001).

4.5. Gibberellines

Ces phytohormones favorisent le développement des tissus de la tige et I'extension des
racines latérales (Yaxley et al.,2001). Leur production est détectée chez divers PGPR tels
Azospirillum, Gluconobacter diazotrophicus, Azotobacter, Bacillus pumilus, B. licheniformis,
Herbaspirillumseropedicae et les Rhizobia (Bottini et al., 2004).

4.6. ACC désaminase

Chez les plantes, I’éthyléne est une phytohormone inhibitrice de la croissance racinaire
(Glick 1995). Le stress induit par 1'éthyléne est contourné par [’enzyme acide-1-
aminocyclopropane-1-carboxylique (ACC) désaminase synthétisée par les PGPR. Cette enzyme
réduit le taux d’éthyléne en clivant son précurseur : I’ACC (Glick et al., 2007; Nascimento et al.,
2014).

L’ ACC désaminase induit chez la plante une tolérance au sel et a la sécheresse (Saleem et al.,2007;

Zahir et al., 2009). Elle est synthétisée par plusieurs genres bactériens tels que ; Acinetobacter,
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Achromobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter,
Pseudomonas, Ralstonia, Serratiaet Rhizobium (Zahir et al.,2009 ; Nadeem et al., 2010). En
conséquence, l'inoculation des semences avec des rhizobactéries productrices de 1’ACC
désaminase améliore 1’¢élongation racinaire de la plante au moment de la germination et stimule la
croissance des tiges en facilitant I’absorption du N, P et K chez diverses cultures (Glick, 2007 ;
Nadeem et al., 2009).

4.7. Résistance Systémique Induite (ISR)

Les plantes peuvent acquérir des meécanismes de défense contre les organismes pathogenes
par le phénomeéne de résistance systémique induite ou ‘Induced Systemic Resistance’ (ISR). En
effet, de nombreux composants bactériens (lipopolysaccharides (LPS), flagelles, acide salicylique,
sidérophores, lipopeptides cycliques, acétoine et 2,3-butanedio) activent les défenses de la plante
contre différentes maladies.

La résistance systémique induite est une forme de résistance stimulée, spécifiquement par
les PGPR. Au cours des années 80, les PGPR ont surtout attiré¢ I’attention en raison de leur capacité
a stimuler la croissance végetale (kloepper et al., 2004). La possibilité que les PGPR puissent aussi
induire des effets indirects en sensibilisant la plante a se défendre contre I’attaque microbienne a
par la suite été expérimentée. Ce concept de la résistance systémique induite (RSI) par les PGPR
trouvait sa justification au travers de certaines études biochimiques indiquant que la protection des
plantes traitées avec des PGPR était associée a de profonds changements métaboliques
(Benhamou, 2000).

4.8. Exopolysaccharides

Les souches PGPR produisent des exopolysaccharides bactériens (EPS) qui se lient aux
cations Na + et notamment diminuent sa teneur contribuant ainsi a atténuer le stress salin chez les
végétaux (Ashraf et al., 2004). La teneur en Na+ du soja cultivé dans des conditions salines
diminue gréace a I’inoculation par des souches productrices d’EPS. L’inoculation non seulement
réduit la concentration de Na* et de CI- chez le mais, mais également induit une augmentation
marquée et progressive de la concentration en N, P, et K sous contrainte de la salinité.

Selon Vivas et al. (2003), les concentrations en N, P, et K chez la laitue inoculée par Bacillus sp.
dans des conditions de stress, augmentent d’environ 5, 70 et 50%, respectivement.

Les EPS bactériens jouent un role important dans 1’agrégation et 1’adhérence du sol. Les souches
PGPR productrices d’EPS induisent une tolérance a la salinité du sol et favorisent la croissance
des plants de soja (Bezzate et al., 2000) et limitent 1’absorption de Na+ par les racines de blé
(Ashraf et al., 2004).

5. Marqueurs et mécanismes génétiques et physiologiques de stress salin chez les plantes
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La tolérance au sel ne semble pas étre conférée par un ou plusieurs génes uniques
(Manchanda et Garg, 2008). Lorsqu'une plante est soumise a un stress abiotique, un certain nombre
de genes sont activés, ce qui entraine une augmentation des taux de plusieurs métabolites et
protéines, dont certains peuvent étre responsables de la protection conférée a ces stress (Bhatnagar-
Mathur et al., 2008).

5.1. Ajustement osmotique

Le maintien de I'homéostasie de I'eau et le fonctionnement des structures photosynthétiques
sont essentiels pour atténuer I'impact de la salinité sur la croissance des plantes et le rendement
des cultures. Les pertes de turgescence induites par la salinité peuvent étre transitoires, du fait de
I'absorption par la plante des ions du sol permettant un ajustement foliaire osmotique (Munns et
Tester, 2008). Sous l'effet de la sécheresse, les plantes inoculées avec des PGPR (Creus et al.,
2004) montrent souvent un meilleur ajustement osmotique.

Bien que ces changements locaux contribuent au maintien de la croissance des racines, les
microorganismes du sol affectent également la capacité des racines a absorber de I'eau en présence
de stress di a la sécheresse et a la salinité (Dodd et Perez-Alfocea ,2012).

Bien que les ions toxiques tels que les Na* et CI” puissent contribuer a I'adaptation des plantes a la
salinité en contribuant a l'ajustement osmotique vacuolaire, il est généralement admis que la
tolérance au sel chez les especes glycophytes est principalement liée a I'exclusion de ces ions des
feuilles évitant ou retardant par conséquent les effets toxiques (Munns et Tester, 2008).
Par conséquent, toute contribution des microorganismes du sol au maintien de I'noméostasie des
ions toxiques doit bénéficier a la croissance des plantes sous des conditions de salinité. Les
microorganismes peuvent modifier I'absorption par les racines d'ions toxiques et d'éléments
nutritifs en modifiant la physiologie de I'néte (en régulant I'expression et / ou l'activité du
transporteur d'ions) et en modifiant les barrieres physiques autour des racines ou en réduisant
directement I'accumulation foliaire de substances toxiques ions (Na*, CI") tout en améliorant 1’état
nutritionnel des macroéléments (N, P, K) et des micronutriments (Zn, Fe, Cu, Mn), par des
mécanismes inconnus (Dodd et Perez-Alfocea ,2012).
5.2. Sucres solubles

Le taux des sucres augmente considerablement chez des plantes soumises aux differents types
de stress, en effet, cela a ét¢ vérifié par Chunyang (2001) chez des arbres adultes d’eucalyptus sous
conditions de stress hydrique (Kameli et losel 1995).cette méme constatation a été notée chez le

blé suite a un déficit hydrique et chez le céleri sous stress de salinité (Noiraud et al., 2000).
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Les principaux sucres accumulés sont le glucose, le fructose et le saccharose (Hare et al,. 1998).
Ils jouent un réle dans le maintien d’une pression de turgescence qui est a la base de différents
processus controlant 1’activité de la cellule végétale.

5.3. Proline

Jones et al (1980) rapportent que les teneurs en acides aminés augmentent de fagon trés
significative chez le sorgho et le tournesol en cas de stress hydrique. Parmi les acides aminés qui
peuvent étre accumulés; la proline représente 1’une des manifestations les plus
remarquées des stress hydrique et osmotique. Dés 1973, Singh et al proposent [ l :
de I’utiliser comme un marqueur de tolérance de I’orge a la sécheresse. S
La synthese de la proline peut étre incluse dans la régulation du pH Proline
cytoplasmique, (Bellinger et Lahrer, 1989). Par conséquent, elle aide dans la
stabilisation des protéines membranaires et des protéines libres.

5.4. Glycine bétaine (G.B)

La GB est I’ammonium quaternaire le plus répandu chez les plantes supérieures, elle est
accumulée suite a un stress abiotique, telle une salinité élevée (Rhodes et Hanson, 1993). Elle joue
un réle majeur dans la stabilisation des structures des enzymes et des complexes protéiniques et
dans le maintien de I’intégrité des membranes contre les effets déléteres de 1’exces de sel, du froid,
de la chaleur et de la congélation (Sakamoto et Murata, 2002).

Le complexe de transport d’électrons (II) est protégé par la G.B contre les dommages de la salinité
¢levée d’ou la restauration de la photosynthese et I’augmentation du taux de chlorophylle
(Hamilton 111 et Heckathorn, 2001). La G.B stimule aussi la fixation d’azote par les plantes
soumises & un stress salin (Pocard et al., 1991).
5.5. Polyols

Les polyols fonctionnent dans deux voies difficiles a séparer : 1’ajustement osmotique en
facilitant la rétention de I’eau dans le cytoplasme et I’osmoprotection grace a I’interaction avec les
membranes, les enzymes ou les complexes protéiques (Bohnert et al., 1999).
Le mannitol et le pinitol sont accumulés par les plantes pour I’ajustement osmotique dans un milieu

salé (Bohnert et al.,1999).

6. Interactions plantes - bactéries et adaptation au stress abiotique-synthése des

consequences et apports positifs des inoculations bactériennes

17



Chapitre 01 Syntheése bibliographique

Dans leurs environnements, les bactéries doivent s’adapter a diverses contraintes
abiotiques parmi lesquelles le stress ionique (Galinski et Truper ,1994) par le biais de
I’osmoadaptation. Celle-ci comprend deux étapes :

La réponse primaire consiste en un rétablissement du gradient de la pression osmotique a travers
la membrane cellulaire par une importante augmentation de la concentration intracellulaire des
ions K+ et du glutamate (Kempf et Bremer, 1998).

La réponse secondaire intervient lorsque 1’intensité du stress persiste ou augmente (Kempf et
Bremer, 1998). La cellule fait alors appel a des solutés dits « compatibles » accumulés soit par
synthése (tréhalose) soit puisés a partir du milieu extérieur (proline et autres molécules
osmoprotectrices) (Bernard et al.,1986 ).

En réponse a des teneurs élevées de sel du milieu externe, les microorganismes accumulent un
soluté intracellulaire afin de rétablir la pression de turgescence et de protéger ’activité des
enzymes et des macromolécules contre la déshydratation (Kempf et Bremer, 1998).

Chez les bactéries, La G.B glycine bétaine est 1’osmoprotecteur le plus efficace (Csonka et
Hanson, 1991). Elle est généralement accumulée dans le cytoplasme des cellules subissant un
stress osmotique a des concentrations excédant 800 mM (Csonka, 1989). Plusieurs espéces
bactériennes répondent positivement a un apport exogene de G.B, méme a de faibles
concentrations (1 mM) (Bernard et al., 1986).

Les Pseudomonas accumulent a partir du milieu externe ou par synthése de novo une
variété de solutés compatibles. Le glutamate et le tréhalose sont utilisés par ces espéces durant la
croissance dans un milieu de forte osmolarité (Pocard et al., 1994). Selon ces mémes auteurs,
plusieurs espéces de Pseudomonas (P.aeruginosa, P.fluorescens, P.mendocina,
P.pseudoalcaligenes, et P. putida) accumulent le N-actylglutaminyl-glutamine lorsqu’elles sont
confrontées a un stress osmotique en absence de bétaine. Le glucosylglycerol est le soluté
compatible prédominant chez P.mendocinaet P.pseudoalcaligenes (Pocard et al., 1994). Le
mannitol est également détecté chez P. putida (Kets et al., 1996). La G. B. est un osmoprotecteur
puissant pour les espéces de Pseudomonas (Pocard et al., 1994).

Les micro-organismes peuvent également conférer aux plantes un certain degré de tolérance aux
stress abiotiques tels que la sécheresse, les dommages dus au froid, a la salinité, a la toxicité des

métaux et aux températures élevees.

Au cours de la derniere décennie, des bactéries appartenant a différents
genres,notamment ; Rhizobium , Bacillus , Pseudomonas , Pantoea , Paenibacillus , Burkholderi

a, Achromobacter , Azospirillum , Microbacterium , Methylobacterium , Variovorax , Enterobac
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ter, etc.ont été utilisées pour étre inoculées a des plantes soumises a différents environnements de
stress abiotiques (Grover et al., 2011).

L'utilisation de ces micro-organismes a pu atténuer les contraintes en agriculture, ouvrant ainsi une
nouvelle application de micro-organismes.

La tolérance de stress induite par les microorganismes chez les plantes peut étre due a une
variété de mécanismes proposés de temps a autre sur la base d'études réalisées. La production
d'acide indole acétique, de gibbérellines et de déterminants inconnus par les PGPR entraine une
augmentation de la longueur des racines, de la surface radiculaire et du nombre de poils absorbants,
entrainant une absorption accrue des nutriments, améliorant ainsi la santé des plantes dans des
conditions de stress (Egamberdieva et Kucharova, 2009).

Dans des conditions de stress, I'normone végétale, I'éthylene, régule de maniére endogéne
I'noméostasie des plantes et entraine une croissance réduite des racines et des pousses. En présence
de bactéries produisant de la désaminase ACC, la plante ACC est sequestrée et dégradée par des
cellules bactériennes pour fournir de I'azote et de I'énergie. En outre, en éliminant les ACC, les
bactéries réduisent I'effet nocif de I'éthyléne, atténuent le stress et favorisent la croissance des
plantes (Glick, 2007).

Les interactions complexes et dynamiques entre les microorganismes, les racines, le sol et

I'eau dans la rhizosphére induisent des modifications des propriétés physicochimiques et
structurelles du sol (Haynes et Swift, 1990). L’activité de cette enzyme confére, par exemple, une
tolérance a la tomate, le piment et la féve, se traduisant par une augmentation du poids frais et sec
des plantes et une amélioration du processus photosynthétique (Mayak et al., 2004 ; Nadeem et
al., 2009).
La production de I’AIA par les bactéries rhizosphériques fournit un supplément a la plante pour
maintenir la croissance racinaire et foliaire une fois exposée a de fortes teneurs en sel (Ahmad et
al., 2013). Cet effet positif est observé chez le blé inoculé aves des souches de Pseudomonas
(Egamberdieva, 2009).

En réponse a un stress salin sévere, les plantes augmentent la synthése d’osmo-protecteurs,
afin d’ajuster la pression osmotique et de détoxifier les cellules (Le Rudulier, 2005 ; Ashraf et
Foolad, 2007). Certaines rhizobactéries peuvent intervenir dans ces réponses en synergie avec les
réponses intrinséques des plantes. L’inoculation chez le riz par P. pseudoalcaligenes, sur
productrice de glycine-bétaine, améliore la résistance des plantes par une augmentation de la
matiére seche foliaire et racinaire (Yuwono et al., 2005). Un accroissement du taux de la proline
dans les feuilles est observé apres la bactérisation des semences de mais par Azospirillum
(Kandowangko et al., 2009).
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7. Présentation générale de la plante (Hordeum Vulgare L.)

L’orge cultivée (Hordeum vulgare. L) est une céréale a paille, plante herbacée annuelle
généralement diploide (2n=14) et autogame (Outi, 2000), des formes tétraploides peuvent
apparaitre spontanément, mais elles ne présentent guére d’intérét agronomiques (Bonjeau et
Picard, 1990), son ancétre est Hordeum spontaneum, orge sauvage a deux rangs répandus depuis
la Grec et la Libye jusqu’au Nord-Est de I’Inde. C’est une espéce monocotylédone. L’orge est la
céréale la plus rustique, elle présente une germination rapide et un systeme radiculaire plus
important que celui de blé (résistance a la sécheresse). Sa culture prédomine dans les régions

arides et semi arides (Clement-Grandcourt., 1971).
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1. Matériel biologique
1.1 Les souches bactériennes

Les quatre souches bactériennes initialement endophytes de plantes spontanées apparentées
aux genres Pseudomonas et Bacillus utilisées dans la présente étude sont: Pseudomonas
brassicacearum (CR2), Pseudomonas brassicacearum(EPR3), Bacillus cereus (OS1) et Bacillus
methylotrophicus (OS4), elles sont été identifiées par séquencage de I’ARN ribosomique dul6S
(Krimi et al. ,2016).

Les souches sont stockées sous forme de gélose inclinée a 4°C dans la collection du
laboratoire de phytopathologie du département des Biotechnologies de la faculté des sciences de
la nature et de la vie (SNV).

1.2 Matériel végétal

Le matériel vegétal utilisé est constitué de semences et de plantes d’orge dont les graines,
d’une variété locale (var. Saida) proviennent de la station expérimentale de 1’Université Saad
Dahlab Blida 1.

L’orge est considérée comme une espéce tolérante a la salinité, ce caractére lui est conféré
grace a la présence du Knal, un gene responsable de I'exclusion du sodium. Cette forte capacité
d’exclusion est due a la présence de transporteurs de K+ et de CI- et un transporteur externe de
Na+ dans le plasmalemme de ses racines (Shannon, 1984).

2. Evaluation in vitro de ’effet de la salinité sur les souches de Pseudomonas et de Bacillus

La présente étude a pour objectif d’évaluer in vitro la tolérance au NaCl des souches
bactériennes choisies. Elle a été mise en évidence in vitro en utilisant différentes concentrations
de NaCl: 100mM (5.8 g/l) ; 200mM (11.6 g/l) ; 0.5M (29.3g/l) ; 0.8M (46.88g/1) et 1M (58.6g/1).
Nous nous sommes basés sur une étude publiée par Sen et Chandrasekhar (2014).

Tableau 1 : Les différentes concentrations de NaCl utilisées
Les concentrations de NaCl | 100mM | 200mM | 0.5M | 0.8M iM
Les concentrations en g/l 5.8 11.6 29.3 | 46.88 | 58.6

2.1 Conditions de culture

Apres une étape de purification des souches bactériennes de Pseudomonas et Bacillus sur
le milieu LPGA. Les colonies de ces mémes souches ont été ensemencées sur milieu LPGA
préparé avec les différentes concentrations de NaCl. Le milieu LPGA préparé avec les différentes
concentrations en NaCl est autoclavé puis coulé en boites de Pétri. Les bactéries sont ensemencées

en stries a partir des cultures préalablement purifiées.
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Nous avons réalisé 4 répétitions pour chaque souche (OS1, 0S4, CR2, EPR3) et deux répétitions
des boites témoins (sans NaCl).

Aprés ensemencement les boites de Pétri sont placées a I’étuve 27° C pendant une semaine. A la
lecture, les boites sont comparées avec celles des cultures sans NaCl, une réaction est notée
positive lorsque la croissance de la culture est évidente.

3. Analyse in planta de DI’effet du stress hydrique sur les plants d’orge inoculés par
Pseudomonas et Bacillus

3.1 Préparation des graines d’orge

Les graines sont d’abord rincées a I’eau du robinet pour éliminer les débris et les particules
de sol qui y adhérent, puis désinfectées par I’hypochlorite de calcium a 3% pendant 5 mn. Cette
étape est suivie par lavages des semences par 5 passages successifs dans 1’eau distillée stérile. Les
semences sont par la suite séchées sur du papier filtre stérile.

Les semences désinfectées et séchées sont mises a germer dans des boites de Pétri
contenant un milieu semi gélosé (7g d’agar/l). Les graines sont fixées sur le milieu agar-eau dans
des boites de Pétri en verre et placées a 1’étuve a 27C°.

Les graines d’orges désinfectées sont déposées sur le milieu semi gélosé a raison de 30 graines
dans chaque boite de Pétri puis mises a 1’étuve pendant 48h pour vérifier qu’il n’y a pas de
contaminations.

Toutes ces manipulations sont effectuées aseptiquement sur une paillasse désinfectée a I’eau de
javel et a coté d’un bec Bunsen en utilisant des pinces stériles et des boites de Pétri en verre
stérilisées auparavant au four pasteur.

3.2 Préparation de I’inoculum pour la bactérisation des semences

Les souches bactériennes (OS1, 0S4, CR2 et EPR3) sont mises en culture sur milieu LPGA
et placées a 1I’étuve pendant 48 heures. Des suspensions bactériennes sont préparées sur milieu
LPG en bouillon nutritif a partir des cultures agées de 48h, en prenant une colonie isolée pour
chaque flacon de 100 ml. Les suspensions ainsi préparées sont mises sous agitation horizontale
pendant 48h. Cette étape a été faite dans le but de préparer un inoculum pour bactériser les
semences qui ont été mises a germer paralléelement.

3.3 Inoculation et mise en culture de I’orge

L’inoculation des graines d’orge avec les suspensions bactériennes (OS1, 0S4, CR2, EPR3)

a été appliquée sur les graines a raison de 300 pl par graine apres vérification de 1’absence de

contaminations. Les boites avec les graines ainsi inoculées sont incubées pendant 24 heures.
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Apres cette période d’incubation de 24h permettant la colonisation des semences par les bactéries,
le dép6t des semences a été fait a 1 cm de profondeur de la surface des pots contenant le substrat
stérile a raison de 20 graines par pot. Le deuxieme apport d’inoculum a été fait sur la graine au
moment du semis (a raison de 300ul de chagque suspension bactérienne par graine). Les semences
ont été couvertes par la suite avec le sol stérile sans arrosage. L’irrigation n’a été pratiquée qu’aprés
24 h avec une eau de robinet stérile.
Les témoins sont préparés sans inoculation avec des suspensions bactériennes et sont arrosés avec
I’eau distillé stérile

Le substrat utilisé pour I’expérimentation est un mélange de sable et de terre végétale a
raison de 50% pour chaque constituant. Le sol a été désinfecte par la chaleur & deux reprises au
four Pasteur a une température de 105°C pendant 1lh dans le but d’éliminer tous les
microorganismes telluriques (Rapilly, 1986). Aprés refroidissement, le substrat sol est déposé dans
des pots étiquetés en fonction des traitements appliqués.
Les plants d’orge sont arrosés réguliérement jusqu’a atteindre le stade de trois feuilles. Ensuite, ils

sont stressés par arrét d’arrosage pendant10 jours pour des mesures de poids frais.

3.4 Traitements appliqués pour les graines d’orge inoculées avec les bactéries Pseudomonas
et Bacillus et conduits en conditions de stress hydrique

Pour le traitement du stress hydrique les mémes souches de Pseudomonas (CR2, EPR3) et
de Bacillus (OS1, OS4) ont été utilisées. Quatre pots par souche (20 graines d’orge par pot) ont été
semés. Les témoins (20 graines d’orge par pot) n’ont pas subi d’inoculation avec les souches
bactériennes, ils sont traités par irrigation avec I’eau du robinet stérile.
3.5. Evaluation de la promotion de la croissance de I’orge pour le stress hydrique

Pour évaluer les effets des bactéries du genre Pseudomonas et Bacillus sur la biostimulation
de la croissance de l’orge, nous avons mesuré les parametres de croissance relative au
développement de la partie aérienne et racinaire.
Aprés une période de 40 jours suivant la transplantation, des mesures de parametres de croissance,
notamment le poids frais et sec pour le traitement du stress hydrique ont été effectuées.
3.5.1 Détermination du poids frais et sec des plants d’orge

Pour chaque traitement, toutes les plantes d’orge (partie aérienne et racines ensemble) sont
coupées et pesées immédiatement pour éviter les pertes dues a la déshydratation. Une fois le poids
frais noté, les plantes sont mises au four Pasteur dans des boites de Pétri en verre a une température

de 105°C pendant 48 heures afin de déterminer leur poids sec par dessiccation.
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Le poids sec est déterminé aprés séchage au four a une température de 105°C et jusqu’a
stabilisation de la lecture.
3.5.2 Détermination de la teneur relative en eau

Pour I’évaluation de 1’effet du stress hydrique, nous avons évalué la teneur relative en eau des
plants d’orge. La teneur relative en eau d'un matériau est le rapport du poids de I’eau contenu dans ce

matériau au poids du méme matériau sec.

On peut ainsi définir la teneur relative en eau (TRE) comme le poids de 1’eau W contenu par unité de

poids de matériau sec. La TRE renseigne sur le statut hydrique de la plante et 1’installation du stress.
TRE=E/Ps = Pf-Ps/Ps E= poids de I’eau.

Si on exprime en pourcentage W%= Pf-Ps/Pt-Ps 100

Pt=Pf+Ps (Pf = poids frais, Ps = poids sec)

4. Analyse in planta de I’effet du stress salin sur les plants d’orge inoculés par Pseudomonas
et Bacillus
4.1 Préparation des inocula bactériens, souches et conditions de culture

Pour ’analyse de I’effet du stress salin nous avons procédé de la méme manicre que celle
décrite dans le traitement pour le stress hydrique en ce qui concerne la préparation des graines
d’orge, la préparation de I’inoculum et I’étape de 1’inoculation.
Le dépot des semences d’orge bactérisées a été pratiqué a 1 cm de profondeur de la surface des
pots contenant le substrat stérile, suivi par un deuxieéme apport d’inoculum sur la graine au moment
du semé (a raison de 300pl par graine) (Rajput et al. ,2013). Un total de 15 graines par pot a été
déposé pour chaque traitement.

Pour déterminer I’effet du stress salin sur la germination et la croissance des plantes, deux
concentrations de NaCl (100mM et 200mM) ont été utilisées (Soltani et al.,1990; Sen et
Chandrasekhar, 2014).

La premicere salinisation a été effectuée 3 jours avant le semis des graines d’orge, la deuxieme a
été réalisée au stade de semis agé de 6 jours et la troisieme aux semis agés de 12 jours (Rajput et
al. ,2013).

Des témoins sans NaCl sont préparés avec la méme méthode que celle décrite pour le traitement

du stress hydrique mais irrigués avec 1’eau distillé stérile.
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4.2 Traitement pour I’orge inoculé avec les bactéries Pseudomonas et Bacillus et conduit en
conditions de stress salin
Pour le traitement du stress salin pour les deux souches de Pseudomonas (CR2, EPR3) et de Bacillus (OS1,
0OS4).Deux pots par souche de la premiére concentration de NaCl 100mM (15 graines d’orge par pot) et
deux pots par souche de la deuxiéme concentration de NaCl 200 mM (15 graines d’orge par pot) ont été
semés. Deux pots témoins semés a raison de 15 graines chacun, I’irrigation s’est faite dans les mémes
conditions mais avec 1’eau distillée stérile.
4.3 Evaluation de la promotion de la croissance de ’orge pour le stress salin

Pour évaluer les effets des bactéries du genre Pseudomonas et Bacillus sur la biostimulation
de I’orge, nous avons mesur¢ les parametres de croissance relatives au développement de la partie
aerienne et racinaire.
Apreés 4 semaines qui suit la transplantation, des mesures des parametres de croissance ont été
effectuées sur les plants d’orge ayant atteint un stade de 3 feuilles.
4.3.1 Poids frais et sec de la partie aérienne et racinaire

Toutes les plantes (partie aérienne et racines) sont coupées et les racines rincées sous le

robinet et séchées sur papier absorbant puis pesées immédiatement pour éviter les pertes dues a la
déshydratation. Une fois le poids frais noté, les plantes sont mises au four dans des boites de Pétri
en verre a une température de 105°C pendant 48 heures afin de déterminer leur poids sec. Le poids
sec est déterminé apres séchage au four a une température de 105°C et jusqu’a stabilisation de la
lecture.
5. Analyse des marqueurs biochimiques du stress abiotique
5.1 Dosage de la proline

La proline est un bon indicateur d’une réponse positive des plantes au stress salin (Rhodes
et Hanson, 1993). La technique utilisée est celle décrite par Monneveux et Nemmar (1986). Le
principe est la quantification de la réaction proline-ninhydrine par mesure spectro-photométrique.
La proline se couple avec la ninhydrine formant un complexe coloré. L’intensité de la coloration
est proportionnelle a la quantité de proline dans 1’échantillon. La méthode consiste a mettre 100
mg de matiére fraiche végétale dans des tubes a essai (pour 3 répétitions), 2 ml de méthanol a 40%
sont ajoutés a la préparation. Les tubes couverts (pour éviter la volatilisation de 1’alcool) sont
portés a 1’ébullition au bain-marie a 85°C pendant 60mn. Apres refroidissement, un volume d’un
1 ml de I’extrait de chaque tube, est mis dans de nouveaux tubes et additionné de: 1ml d'acide
acétique +25 mg de ninhydrine +1 ml d'un mélange contenant: 120 ml d'eau distillée, 300 ml

d'acide acétique, 80 ml d'acide ortho phosphorique.
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Les tubes a essai sont portés a ébullition au bain-marie pendant 30 min. Aprés refroidissement des
solutions, 5 ml de toluene sont ajoutés dans chaque tube. Une agitation au vortex permet
I’apparition de 2 phases. La phase supérieure, contenant la proline, est récupéree et déshydratée
par I'addition de 5mg de sulfate de sodium anhydre (Na2SO4). Les tubes sont laissés au repos
pendant 48h.
On procéde a la lecture de la densité optique des échantillons avec le spectrophotométre a la
longueur d’onde (DO) de 528nm.
La détermination de la teneur de la proline est réalisée selon la formule:
Proline (ug/g MF) = DO528 x 0.62

5.2 Dosage des sucres solubles

Les sucres solubles totaux (saccharose, glucose, fructose, leurs dérivés méthyles et les
polysaccharides) sont dosés par la méthode au phénol de Dubois et al. (1956). Elle consiste a
prendre 100 mg de matiére fraiche (pour 3 répétitions), placée dans des tubes a essais, a laquelle 3
ml d’éthanol a 80% sont ajoutés pour ’extraction des sucres. Aprés 48h a I’obscurité a la
température ambiante, les tubes sont placés dans I’étuve a 80°C pour faire évaporer 1’alcool. Dans
chaque tube on ajoute 20ml d’eau distillée a I’extrait. C’est la solution a analyser. Dans des tubes
a essai propres, 2ml de la solution a analyser, puis 1ml de phénol a 5% (le phénol est dilué dans
de I’eau distillée) et rapidement Sml d’acide sulfurique concentré 96% sont ajoutés tout en évitant
de verser de 1’acide contre les parois du tube. La solution obtenue est de couleur jaune orangée a
la surface, I’ensemble de la solution est homogénéisé au vortex. Les tubes sont placés pendant
10mn au bain-Marie pour 10 a 20mn a une température de 30°C (La couleur de la réaction est
stable pendant plusieurs heures.). Les mesures d’absorbances sont effectuées a une longueur
d’onde de 485 nm.
6. Analyse statistique

L’exploitation statistique des résultats est effectuée par 1’utilisation du logiciel (systat 09)
afin d’analyser la variance (Anova) des paramétres de croissance étudiés (les variables) vis-a-Vis
de deux facteurs la salinité et le stress hydrique. Dans le cas ou cette variabilité est significative
une comparaison des traitements a été effectuée sur la base des moyennes obtenues.
Pour le traitement du stress hydrique nous avons analysé 15 plants d’orge de chaque souche
bactérienne (OS1, 0S4, CR2, EPR3) par rapport aux parametres suivants: le poids frais, le poids
sec et la teneur relative en eau, et pour le traitement du stress salin, nous avons analysé 10 plants
d’orge pour chacune des souches bactériennes (OS1, OS4, CR2, EPR3), en mesurant le poids frais

et en déterminant le poids sec de la partie aérienne et racinaire.
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1. Résultats
1.1 Evaluation de Peffet in vitro de la salinité sur les souches de Pseudomonas et de Bacillus

D’apres les résultats, (Annexe 1), nous remarquons une croissance importante (+) des
quatre souches ; B. cereus (OS1), B. methylotrophicus (OS4), P. brassicacearum (EPR3) et P.
brassicacearum (CR2) aux différentes concentrations appliquées 100 mM, 0,5 M et 0,8 M de NaCl
par rapport aux témoins.

Les souches, B. methylotrophicus (OS4) et P. brassicacearum (CR2) ont présenté une
croissance importante (+) a une concentration de 200 mM de NaCl par rapport aux témoins, par
contre les deux souches B. cereus (OS1) et P. brassicacearum(EPR3) présentent une croissance
moins importante (+/-) par rapport aux témoins sans NaCl.

Les bactéries sur les boites de Pétri avec une croissance importante ont produit une couche
mugqueuse et bombée de polysaccharides qui leur permet de se protéger de I’effet de la salinité.

A la concentration 1M de NaCl présentent une croissance moins importante (+/-) par

rapport aux témoins. Elles apparaissent moins muqueuses et séches a cette concentration.

Les Témoins

1M

Figure 1: Evaluation in vitro de I’effet de la salinité sur les souches de Pseudomonas et de Bacillus

(original)
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1.2 Analyse de Dl’effet in planta du stress hydrique sur les plants d’orge inoculés par
Pseudomonas et Bacillus
1.2.1. Effet des quatre souches de Pseudomonas et de Bacillus sur le poids frais et sec des
plants d’orge

Concernant le poids frais des plants d’orge, nous constatons que les témoins présentent un
poids frais moins élevé que les autres plants inoculées par les quatre souches (0,26 g - 0,52 g).
Alors que les plants bacterisees par la souche P. brassicacearum (CR2) présentent une valeur plus
élevée (0,69 g) par rapport aux autres souches des deux genres Pseudomonas et Bacillus (Annexe
2).

Il s’avére que I’inoculation par les quatre souches des deux genres Pseudomonas et Bacillus
a permis une augmentation des valeurs du poids sec comparées a celles des témoins (de 0,04 g
jusqu’a 0,08 g) (Annexe 2).
1.2.2. La teneur relative en eau

L’analyse statistique révele que la teneur en eau est trés hautement significative (P= 0.000) et est
plus élevée chez les plants d’orge inoculés par les souches P. brassicacearum (CR2), P.
brassicacearum(EPR3) et B. cereus (OS1) par rapport aux témoins qui présentent une teneur en eau moins
élevée (Figure 2).

L’analyse de la figure 2 montre aussi que les plantes inoculées par la souche B.
methylotrophicus (OS4) présentent une teneur en eau plus faible par rapport aux autres souches et par

rapport aux témoins.

L= T T T T T
P = 0.000

o2 -
a7l L2 £ ¥ B
W % .
a2l —

7T ]

T2 1 1 1 1 1
CR2 EPR3 O351 OS54 T

Traitement

Figure 2: Comparaison de la teneur relative en eau chez les plantes
inoculées par les 4 souches bactériennes.
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1.3.Evaluation de la croissance de I’orge bactérisé par les souches de Pseudomonas et de
Bacillus sous des conditions de stress salin
1.3.1. Effet des quatre souches de Pseudomonas et Bacillus sur le poids frais et sec de la partie

racinaire et la partie aérienne

Concernant le poids frais de la partie racinaire, les résultats révélent que les témoins
présentent un poids frais de la partie racinaire moins élevé que les autres plantes traitées (0,03 g -
0,06 g). Les plantes d’orge bactérisées par la souche P. brassicacearum (CR2) et cultivées sous
une concentration de 200 mM de NaCl présentent la valeur la plus élevée (0,30 g) par rapport aux

autres souches des deux genres Pseudomonas (EPR3) et Bacillus (OS1, OS4) (Annexe 3).

D’autre part, concernant le poids frais de la partie aérienne, les plantes traitées avec la
souche B. methylotrophicus(OS4) a une concentration de 100 mM de NaCl présentent le poids
frais de la partie aérienne le plus éleve par rapport aux témoins et aux autres souches (0,21 g - 0,36
g) (Annexe 3).

L’inoculation par les quatre souches des deux genres Pseudomonas et Bacillus présente les
mémes valeurs du poids sec de la partie racinaire et de la partie aérienne avec celles des témoins
(de 0,01 g jusqu’a 0,04 g pour la partie racinaire) et (de 0,01g jusqu’a 0,05 g pour la partie
aerienne).

D’aprés les résultats, nous avons déduit que les plants d’orge inoculés par la souche B.
methylotrophicus(OS4) a une concentration 100 mM de NaCl présentent un poids frais de la partie
aérienne le plus élevé par rapport aux témoins non inoculés et aux autres plantes inoculées par les
3 autres souches (figure 3).

Concernant le poids frais de la partie racinaire, nous avons remarqué que la souche P.
brassicacearum(CR2) a une concentration 200 mM de NaCl a permis aux plantes le poids le plus
élevé(figure 3).

Aussi, les résultats de 1’inoculation par les quatre souches des deux genres Pseudomonas
et Bacillus sous les conditions de stress salin a permis sensiblement les mémes valeurs du poids

sec de la partie racinaire et de la partie aérienne que celles des témoins (figure 3).
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Figure 3 : Effet des quatre souches de Pseudomonas et de Bacillus sur le poids frais et sec de la

partie racinaire et de la partie aérienne des plants d’orge cultivés a différentes concentrations de

NaCl.

D’autre part, la classification hiérarchique des quatre souches des deux genres bactériens
Pseudomonas et Bacillus avec deux concentrations de NaCl (100 mM et 200 mM), montre la
présence de deux groupes (figure 4).

Le premier regroupe les souches OS1, 0S4, CR2 et EPR3 a une concentration 200 mM de NaCl.

Le deuxieme regroupe le témoin et les souches OS1, OS4, CR2 et EPR3 & une concentration 100
mM de NaCl.
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Figure 4: Classification hiérarchique des quatre souches avec les différentes concentrations de
NaCl
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Une analyse complémentaire basée sur I’ Analyse en Composantes Principales (ACP) effectuée sur
le poids frais et le poids sec de la partie aérienne et la partie racinaire des plants d’orge inoculés
par les souches OS1, OS4, CR2 et EPR3 a des concentrations 100 mM et 200 mM de NacCl,

confirme la présence de deux groupes (figure 5).

Le premier groupe montre une corrélation du poids frais et du poids sec de la partie racinaire des
souches OS1, 0S4, CR2 et EPR3 a une concentration 200 mM de NaCl.

Le deuxiéme groupe montre une corrélation du poids frais et du poids sec de la partie aérienne du
témoin et des souches OS1, 0S4, CR2 et EPR3a une concentration 100 mM de NaCl.
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Figure 5 : Analyse en Composante Principale (ACP) des quatre souches avec les différentes
concentrations de NaCl (PF: poids frais, PS: poids sec, PA: partie aérienne, PR: partie racinaire)

1.4. Analyse des marqueurs biochimiques du stress abiotique

1.4.1. Teneur en proline pour le traitement du stress hydrique et du stress salin

La teneur de la proline la plus élevée est marquée chez B. methylotrophicus (OS4) avec une
valeur de 0,65 (mg/MF), tandis que la valeur minimale est marquée chez la souche P.
brassicacearum (CR2) (0,39 mg/MF) (figure 6).
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Figure 6 : Teneur en proline des quatre souches de Pseudomonas et (CR2 et EPR3) de Bacillus

(OS1 et OS4) pour le stress hydrique
T EDS : Témoin (Eau Distillé Stérile)

Dans le cas de I’essai sous différentes concentrations de NaCl, la teneur de la proline la
plus élevée est marquée chez la souche P. brassicacearum (EPR3) a une concentration de 200
mM de NaCl avec une valeur de 1,76 (mg/MF), tandis que la valeur minimale est marquée chez
la souche P. brassicacearum (CR2) a une concentration de 100 mM de NaCl (0,53 mg/MF)

(figure 7).
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Figure 7 : Teneur en proline des quatre souches de Pseudomonas (CR2 et EPR3) et Bacillus
(OS1 et OS4) sous différentes concentrations de NaCl

T EDS : Témoin (Eau Distille Stérile) / C1 :100 mM / C2 :200 mM
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Figure 8 : Tubes a essai préparés pour le dosage de la proline (couleur claire : tube

témoin « T » ; couleur rose a rouge : les traitements « H4 »)

En conclusion, les plants bacterisees par les souches CR2 et EPR3, ainsi que les plants
bacterisées par la souche OS4 réagissent de la méme maniére sous des conditions de stress
hydrique et de stress salin par rapport au marqueur biochimique la proline.

1.4.2. Teneur en sucres solubles pour le traitement en conditions de stress hydrique et sous
différentes concentrations de NaCl
La teneur en sucres la plus élevée est marquée chez la souche B. methylotrophicus (OS4)

avec une valeur de 1,60 (mg/MF), tandis que la valeur minimale est marquée chez la souche P.

brassicacearum (CR2) (1,37 mg/MF) (figure 9).
I I
CR2 0s1 EPR3 054

TEDS
Figure 9 : Teneur en sucres des extraits des plantes bactérisées par les souches de Pseudomonas
(CR2 et EPR3) et de Bacillus (OS1 et OS4) pour le traitement en stress hydrique
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La teneur en sucres la plus élevée est marquée chez la souche B.methylotrophicus (OS4) a
la concentration de 100 mM de NaCl avec une valeur de 2,24 (mg/MF), tandis que la valeur
minimale est marquée chez la souche P.brassicacearum(CR2) a la concentration 100 mM de
NaCl (1,32 mg/MF) (figure 10).
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Figure 10 : Teneur en sucres des extraits de plantes inoculées par les souches de Pseudomonas
(CR2 et EPR3) et de Bacillus (OS1 et OS4) a différentes concentrations de NaCl

Figure 11 : Tubes a essai préparés pour le dosage des sucres solubles (couleur claire : tube

témoin, couleur jaune : tubes des traitements)
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En conclusion, dans les deux concentrations 100 mM et 200 mM les plants bactérisées par la
souche OS4 et les plants bacterisées par la souche réagissent de la méme maniere par rapport au

marqueur biochimique sucres simples.
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2. Discussion

Les PGPR sont généralement définis comme des microorganismes qui peuvent se développer
dans, sur, ou autour de tissus végétaux, et stimuler la croissance des plantes par une variété de
mécanismes (Vessey, 2003).

Il a ét¢ démontré dans des travaux que I’inoculation des plantes a intérét économique,
essentiellement le blé, I’orge par des rhizobactéries promotrices de la croissance végétale tels que,
Pseudomonas et plusieurs espéces de Bacillus est une approche biologique efficace et
économiquement rentable pour la récupeération des sols affectés par le sel et I'augmentation du
rendement agricole (Zahir et al., 2009).

Le stress di a la sécheresse est I’un des stress abiotiques les plus destructeurs, dont 1’intensité
s’est accrue au cours des derniéeres décennies et qui affecte la sécurité alimentaire mondiale. La
sécheresse est 1’un des principaux obstacles a la productivité agricole dans le monde et devrait
encore s’accroitre (Vurukonda et al. ,2015). La sécheresse devrait causer de graves problemes de
croissance des plantes pour plus de 50% des terres arables d'ici 2050 (Kasim et al., 2013).

D’autre part, 1a salinité est 1’'un des facteurs environnementaux les plus brutaux limitant la
productivité des plantes cultivées, car la plupart des plantes cultivées sont sensibles a la salinité
provoquée par les fortes concentrations de sels dans le sol. La salinité non seulement diminue
la production agricole de la plupart des cultures, mais affecte également les propriétés
physicochimiques du sol et I'équilibre écologique de la région (Shrivastava et Kumar ,2014).

Notre étude menée sur I’analyse de la résistance au stress abiotique (stress hydrique et stress
salin) chez I’orge (Hordeum vulgare L.) en interaction avec des bactéries initialement endophytes
de deux genres de Pseudomonas (EPR3, CR2) et Bacillus (OS1, OS4)et 1’évaluation de leurs
capacités in vitro de résister et s’adapter a un milieu de culture (LPGA) préparé avec des
concentrations de NaCl (100 mM et 200 mM) a révélé des résultats homogenes.

Le test in vitro de 1’évaluation de I’effet de la salinité sur les souches de Pseudomonas et de
Bacillus a révélé que les quatre souches OS1, OS4, EPR3 et CR2présentent une croissance
importante a une concentration 100 mM (5,8 g/l), 0,5 M (29,88 g/l), et 0,8 M (46,88 g/l) de NaCl.
Tandis qu’a une concentration de 200 mM (11,8 g/1) de NaCl, les souches OS4 et CR2présentent
une croissance importante, par contre deux souches OS1 et EPR3manifestent une croissance moins
importante comparée aux témoins.

A la concentration de NaCl la plus élevée 1M (58,6 g/l), les quatre souches présentent une
croissance moins importante que celle enregistrée aux faibles concentrations. Dans ce dernier cas,

nous avons noté un développement de colonies muqueuses, visqueuses, résultat d’un
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accroissement de la capsule polysaccharidique. Des travaux ont montré que la souche
Pseudomonas aeruginosa PF23 a montré une tolérance élevée au sel et une production d’EPS avec
augmentation progressive de la salinité de 100 a 2000 mM de NaCl (Tewari et Arora, 2014).

Les souches de Bacillus ont une capacité de produire et secréter différents biomolécules et en
grande quantité telles que les enzymes extracellulaires, les antibiotiques, les polysaccharides et
d'autres molécules de nature diverses (Zettam ,2013). La production d'exopolysaccharides par le
Bacillus licheniformis HSW-16 peut également protéger du Na + en se liant a cet ion (Singh et Jha,
2016).

Qurashi et Sabri (2012) ont signalé que la composition des molécules d’EPS produites par

les bactéries est variable en fonction de la présence de plusieurs molécules de sucre telles que le
glucose, le galactose, le mannose, la xylose, les acides glucuroniques et galacturoniques.
Le développement des Pseudomonas spp. fluorescents peut étre influencé par la salinité. Des
souches de Pseudomonas spp. isolées de la rhizosphére de la tomate, d’aubergine et d’oignon ont
montré une variabilité du nombre de colonies en fonction des différentes concentrations en NaCl.
Toutes les souches tolerent le sel jusqu’a 0,34 M (Diaw et al. ,2018). Ces derniers résultats
concordent avec les notres et avec ceux de Deshwal et Kumar (2013) qui ont montré que la plupart
des microorganismes ont des besoins limités en sels et sont capables méme de croitre a des
concentrations en NaCl inférieures a 0,3M.

Les teneurs en NaCl de 0,51 M a 0,85 M ralentissent fortement la croissance des souches
des Pseudomonas spp fluorescents. Ce phénoméne est di au fait que les teneurs en NaCl
supérieures a 0,51 M entrainent un choc hyper-osmotique pour les cellules vivantes du fait de la
perméabilité des membranes cellulaires provoquant une plasmolyse suite a une augmentation de
la teneur en sel. Cette plasmolyse aboutit a 1’inhibition de certaines fonctions cellulaires comme
’absorption des nutriments, la réplication de I’ADN ou la biosynthése de macromolécules, ce qui
provoque la mort des cellules (Saum et Muller, 2007). Ces mémes résultats ont été prouvés par
Rabhi (2011) qui a montré que des concentrations en NaCl de 0,5 M entrainent une diminution
significative de la croissance de certaines souches de Pseudomonas fluorescents, voire méme une
inhibition. Par contre, ces résultats sont contradictoires avec ceux de Deshwal et Kumar (2013)
qui ont montré que certaines souches de Pseudomonas ont une tolérance au sel pour des teneurs
ne dépassant pas 0,2 M.

Plusieurs études mettent en évidence 1’effet bénéfique et trés attrayant des Bacillus comme
inoculants potentiels dans I'agriculture car ils produisent des spores tres résistantes qui peuvent

survivre pendant de longues périodes dans le sol sous stress salin (Nelson, 2004).
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La production d’EPS par les quatre souches bactériennes halotolérantes (Brevibacterium
iodinum RS16, Micrococcus yunnanensis RS222, Bacillus aryabhattai S341, Bacillus lichenifomis
RS656) a été évaluée en termes de masse seche .1l a été observé que la teneur en EPS des souches
étudiées augmentait avec la concentration de NaCl (Hong et al. ,2017). Plusieurs chercheurs
(Zhang et al., 2013; Wang et al., 2016) ont indiqué que la production de ces molécules
extracellulaires est une stratégie de survie adoptée par ces bactéries pour tolérer des niveaux élevés
de sel en maintenant un mini-assemblage pour conserver le niveau d'eau autour de les cellules.

2.1. Stress hydrique et teneur relative en eau (TRE) des plantes bactérisées

Les résultats révelent que I’effet du déficit hydrique sur les caractéristiques du poids frais
et sec des parties aériennes et racinaires des plantes inoculées est net. Concernant le poids frais des
plants d’orge, les témoins ont présenté un poids frais moins élevé que les autres souches. Alors
que les plants inoculés par la souche P. brassicacearum (CR2) ont présenteé la valeur la plus élevée

par rapport aux autres souches des deux genres Pseudomonas(EPR3) et Bacillus (OS1 et 0S4).

L’inoculation par les quatre souches apparentées aux deux genres Pseudomonas et Bacillus a
marqué sensiblement les mémes valeurs du poids sec avec celles des témoins.

L’effet de la sécheresse peut se traduire, selon la stratégie adaptative de chaque espéce ou
variété, par des modifications morphologiques pour augmenter I’absorption d’eau et/ou pour
diminuer la transpiration et la compétition entre les organes pour les assimilats. Ces modifications
affectent la partie aérienne ou souterraine par réduction de la surface foliaire et du nombre de
talles, enroulement des feuilles et/ou meilleur développement du systéme racinaire. La diminution
du potentiel hydrique du sol en conditions de sécheresse provoque une perte importante de la
turgescence au niveau de la plante (Slama et al. ,2005).

Dans ce méme contexte, un déficit hydrique se traduit par une réduction de la croissance
de la plante et/ou de sa production par rapport au potentiel du génotype. Un déficit hydrique
précoce affecte en parallele la croissance des racines et des parties aériennes, le développement
des feuilles et des organes reproducteurs (Slama et al. ,2005).

A I’image des résultats obtenus, il se démontre que le régime hydrique appliqué, c’est-a-
dire le stress del0 jours avant la collecte des plantes a marqué des modifications importantes du
statut hydrique des plantes d’orge inoculées avec les espéces appartenant aux deux genres
bactériens. En effet, nos résultats indiquent que la teneur en eau est tres hautement significative
(p=0.000); comparée aux témoins non stressés (T), le stress hydrique a induit une augmentation

d’environ 87% de la teneur relative en eau des plantes d’orge. Les plantes d’orge inoculées par les
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différentes bactéries ont un pouvoir de rétention d’eau et ont évité ainsi ’installation du stress dans
leurs tissus.

L’inoculation des plantes sous stress hydrique a induit des réponses variables quant a la
teneur relative en eau. Une augmentation de ce paramétre est remarquable chez les plantes d’orge
inoculées par les souches CR2, EPR3 et OS1.Une diminution de la teneur relative en eau est
également observée notamment chez les plants d’orge inoculés par la souche B. methylotrophicus
(OS4) qui manifeste une moindre rétention d’eau par rapport aux autres plantes inoculées par les
autres souches. Des resultats de travaux ont conclu que 1’inoculation de Pisum sativum avec
Pseudomonas fluorescens a induit des racines plus longues, ce qui a entrainé une augmentation de
I'absorption d'eau par le sol soumis a la sécheresse (Zahir et al. ,2008).

2.2 Effet du stress salin sur la croissance des plants d’orge inoculés par les souches de
Pseudomonas et de Bacillus

Dans la présente étude, 1’analyse des parameétres de croissance de I’orge révéle que le stress
salin conduit & une augmentation considérable de la croissance de la plante et des poids frais et sec
des racines. C’est ainsi qu’il a été observé qu’a la concentration saline de 100 mM, le poids frais
de la partie aérienne et de la partie racinaire a augmenté avec les souches des deux genres
Pseudomonas (EPR3 et CR2) et Bacillus (OS1 et OS4). Concernant le poids sec de la partie
racinaire et de la partie aérienne des plantes d’orge inoculées par les souches des deux genres
Pseudomonas et Bacillus, les valeurs sont comparables a celles des témoins.

L’inoculation des graines d’orge par Pseudomonas et Bacillus a permis une augmentation
des paramétres de croissance (poids frais et sec de la partie aérienne et racinaire) sous 1’effet du
stress salin.

Les valeurs des poids secs et frais des plantes sous les conditions de concentrations
de100mM et celles du témoin sont comparables et celles de 200mM et se retrouvent ensemble
dans un méme groupe. Ce résultat montre que les racines et la partie aérienne sont de part et d'autre
de I'axe pour I’analyse de I’ACP, que ¢a soit pour le poids frais ou le poids sec. Nous pouvons par
consequent conclure que le témoin et la concentration de100mM est en faveur de la partie aérienne
alors que la concentration 200mM est plut6t en faveur de la partie souterraine. Ce résultat nous
amene a suggérer que le développement de la plante au dela de 100mM s'arréte et déclenche le
développement racinaire c'est a dire la partie inoculée par les bactéries. Ces derniéres vont
accroitre les racines au détriment de la partie aérienne pour sauver la plante du stress.

A la concentration de 200 mM de NaCl, pour les plants bactérisés, le poids frais de la partie

aérienne a diminué, par contre le poids frais de la partie racinaire a marqué une augmentation, cela
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indique que les racines ont poussé et ont du s’¢loigner dans le sol pour rechercher des conditions
plus au moins favorables.

Selon Kadri et al. (2009), une irrigation avec une eau salée provoque une réduction de la
matiére séche aérienne. Ces resultats sont concordants avec ceux obtenus dans notre étude pour le
cas du stress salin appliqué aux plantes d’orge inoculées par les espéces des deux genres bactériens.

La production de biomasse, exprimée en termes de poids frais et sec des 2 parties aérienne
et racinaire, est largement affectée par le degré de salinité du milieu, spécialement a 200 mM de
NaCl. Une inhibition de I’absorption du potassium et du calcium et de leur transport vers les parties
aériennes seraient la cause principale de cette chute (Zhu 2003 ; Munns et al., 2006).Zaman-Allah
et al. (2009), ajoutent que les espéces qui maintiennent une croissance racinaire relativement
importante sous forte contrainte saline, sont plus tolérantes.

Selon Fraser et al. (1990), la croissance de la partie aérienne et racinaire, ainsi que le
nombre de feuilles et de racines, sont négativement affectés par la salinité, une réduction du
nombre et de la longueur de ces deux parties est alors observée. Ceci serait le résultat d’une atteinte
au niveau cellulaire. Le nombre de divisions étant ralenti et totalement inhibé a la concentration
de 200 mM de NaCl, conduit a une sorte de lignification du systeme racinaire permettant a la
plante une entrée en vie ralentie en attendant que les conditions redeviennent favorables. Les
études menées par Fahad et al.(2015) sur le blé et I’orge, attribuent ce phénomene de réduction de
la longueur de la partie aérienne a une synthése importante au niveau racinaire, de certains
régulateurs de croissance notamment 1’acide abscissique et une réduction des cytokinines.

De par leurs propriétés intrinseques, les Bacillus possédent plusieurs mécanismes ayant des
effets bénéfiques sur les plantes. L’application des espéces du genre Paenibacillus sur des graines
ou des racines provoque une modification de la composition de la rhizosphére qui conduit a
augmenter la croissance et le rendement de différentes cultures (Vessey et Buss, 2002).

Dans une étude, les souches de Bacillus ont augmenté le poids sec des racines et des pousses
(Canbolat et al. ,2006).Les inoculants de Pseudomonas ont considérablement augmenté le poids
sec des racines chez le blé de printemps (Walley et Germida, 1997), tandis que Bacillus
megaterium augmentait le rendement en grains de riz et d’orge (Khan et al. ,2003).

2.3 Adaptation des plantes d’orge bactérisés par accumulation de proline et de sucres
réducteurs

Le stress hydrique appliquée a provogqué une augmentation des teneurs en proline. La teneur
de la proline la plus élevée dans les conditions de stress hydrique été marquée chez la souche B.

methylotrophicus(OS4), tandis que la valeur minimale est marquée chez la souche P.
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brassicacearum (CR2).Dans le cas du stress salin, la teneur de la proline la plus élevée était le plus
marquée chez les plantes inoculées par la souche P. brassicacearum (EPR3) & une concentration
200 mM de NaCl, tandis que la valeur minimale est marquée chez la souche P. brassicacearum
(CR2) a une concentration 100 mM de NaCl. En absence de stress salin, la proline est accumulée
d’une fagon équitable au sein des traitements non stresseés (témoins). A la lumiere de ces résultats,
nous pouvons conclure que les bactéries des deux genres bactériens utilisés dans cette étude, se
comportent de la méme maniére vis-a-vis du stress hydrique ou salin et qu’il n’y a pas de
distinction quant a I’accumulation de la proline chez la plante pour les deux cas.

I est établi que I’accumulation de la proline constitue aussi un véritable mécanisme de tolérance
a la sécheresse (Slama et al. ,2004).La proline est considérée comme l'une des stratégies
adaptatives déclenchées par la plante face aux contraintes de 1’environnement (Belkhodja et
Benkabli, 2000).

L’accumulation de la proline constitue ainsi un véritable mécanisme de tolérance a la
sécheresse (Slama et Bensalem ,2004). La proline est un acide aminé qui joue un réle important
en tant que soluté osmorégulateur chez les plantes exposees a des niveaux élevés de sel ou de
sécheresse. Les plantes surproduisent souvent la proline en réponse a ces stress abiotiques. Les
roles possibles suggérés pour la proline sont: I'osmorégulation, la protection des membranes et des
enzymes cellulaires et la conservation de I'énergie et des groupes aminés pour la croissance post-
stress (Gleeson et al. ,2003).

De méme, les résultats d’autres travaux réveélent que le poivre inoculé avec Bacillus
licheniformis K11 producteur d’ACC désaminase a atténué le stress dd a la sécheresse (Hui et
Kim, 2013 ). Ces derniers résultats sont trés concordants avec ceux obtenus dans cette étude pour
le cas des deux types de stress appliqués a la plantes d’orge inoculées par les espéces des deux
genres bactériens.

Les résultats obtenus révelent que le stress hydrique a marqué une augmentation de la teneur
en sucres solubles chez les plantes et inoculées par les bactéries et stressées. En effet la teneur en
sucres la plus élevée était marquée chez la souche B. methylotrophicus(OS4), tandis que la valeur
minimale été marquée chez la souche P. brassicacearum (CR2). Pour le stress salin, la teneur en
sucres la plus élevée était marquée chez la souche B. methylotrophicus (OS4) a une concentration
100 mM de NacCl, tandis que la valeur minimale est marquée chez la souche P. brassicacearum
(CR2) a une concentration 100 mM de NacCl.

L’augmentation des sucres solubles est due selon Munns et al. (2006), a la dégradation des

réserves amylacées, par leur conversion rapide en saccharose suite a une inhibition de la synthese
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de I’amidon. Ces sucres qui s’accumulent en réponse au stress peuvent fonctionner comme des
osmolytes pour maintenir la turgescence des cellules, stabiliser les membranes et les enzymes
déshydratées et proteger les différentes structures biologiques des dommages du stress (Soliman
,2008).

Les sucres solubles jouent un role central dans la structure, le métabolisme et le fonctionnement
des plantes. Ils sont de plus impliqués dans de nombreux mécanismes de réponse aux stress,
biotiques ou abiotiques, ou ils agissent non seulement en tant que métabolites, mais aussi en tant
que signaux capables d’activer des voies de signalisation aboutissant a des modifications
d’expression génétique (Ramel ,2009).

Effectivement, sous I’impact d’une pression osmotique du milieu, les bactéries accumulent des
solutés compatibles (sucres ou acides aminés) pour surmonter le stress, comme exemple, P.
fluorescens MSP-393 qui est capable de produire divers osmolytes tels que 1’alanine, la glycine et
I’acide glutamique (Paul et Nair, 2008).

On conclue que I’inoculation des plants d’orge par les souches B. cereus (OS1), B.
methylotrophicus (OS4), P. brassicacearum (EPR3) et P. brassicacearum (CR2) a conféré une
résistance au stress abiotique (salinité et sécheresse) et amélioré les parametres morphologiques
(poids frais et poids sec) et biochimiques (accumulation de proline et de sucres solubles). Nos
résultats montrent que sous stress hydrique la souche P. brassicacearum (CR2) présente la valeur
la plus élevée du poids frais et une augmentation de la teneur relative en eau , cette souche a permis
aux plantes le poids frais de la partie racinaire le plus élevé a une concentration 200 mM de
NaCl ;par contre, pour les paramétres biochimiques cette souche a présenté la valeur minimale
d’accumulation de proline et de sucres réducteurs dans les deux cas de stress ; donc ¢’est la souche
la plus résistante aux stress appliqués. Contrairement, la souche P. brassicacearum (EPR3)qui a
marqué la valeur la plus élevée de proline a une concentration de 200 mM, a permis une
amélioration du poids frais de la partie aérienne a une concentration 100 mM de NaCl et une
augmentation de la teneur relative en eau sous stress hydrique.

Concernant les souches de Bacillus, B. methylotrophicus (OS4) a marqué le poids frais et la teneur
relative en eau les plus faibles sous stress hydrique, mais sous des conditions de salinité, elle a
marqué le poids frais de la partie aérienne le plus élevé a une concentration 100 mM de NaCl et
un développement racinaire sous conditions de salinité a 100 mM et 200mM. C’est la souche OS4
qui a marqué la plus grande accumulation de proline sous stress hydrique, ainsi que de sucres
réducteurs sous les deux stress, dons c’est la souche la plus sensible aux stress appliqués. Par

contre chez I’orge inoculé par la souche B. cereus (OS1) une augmentation de poids frais et de la
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Chapitre 03 Reésultats et discussion

teneur relative en eau sous stress hydrique a été notée. Parallelement, sous conditions de salinité
la souche OS1 a marqué une augmentation du poids frais de la partie aérienne a la concentration
100 mM de NacCl et celle du poids frais du systéme racinaire a la concentration 200 mM. Cette

derni¢re souche a permis une augmentation satisfaisante d’accumulation de proline et de sucres

réducteurs chez 1’orge dans les deux cas de stress testés.
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Ce travail se proposait d’étudier la résistance au stress abiotique (sécheresse et salinité)
chez I’orge en interaction avec des bactéries PGPR.

Les résultats dégagés de 1’étude in vitro permettent une compréhension de 1’effet du NaCl
sur la croissance des souches de Bacillus et de Pseudomonas. Les souches utilisees sont
tolérantes aux faibles concentrations de NaCl. Les résultats montrent aussi, qu’a des
concentrations fortes de NaCl (1M), les souches ne peuvent pas résister et présentent une
croissance moins importante sur le milieu de culture.

Le stress hydrique appliqué aux plants d’orge inoculés par les souches de Bacillus et de

Pseudomonas a induit une augmentation du poids frais et sec de la partie racinaire et de la partie
aérienne et la teneur relative en eau est hautement significative (P= 0.000). Ce dernier parametre
est plus élevé chez les plants d’orge inoculés par les souches CR2, EPR3 et OS1, par contre, chez
les plantes inoculées par la souche B.methylotrophicus OS4, nous avons remarqué une
diminution du pouvoir de rétention d’eau.
Les réponses morphologiques et physiologiques des plants d’orge inoculés par les souches de
Bacillus et Pseudomonas vis-a-vis du stress hydrique contribuent efficacement au mécanisme de
tolérance de I'espece a la sécheresse. Les résultats obtenus doivent étre confirmé a des stades
plus avancés en plein champ pour élucider les mécanismes d'adaptation de I'espéce a la
sécheresse en prenant en compte des conditions climatiques réelles.

L’étude de la salinité des plants d’orge inoculés par les souches de Bacillus et de
Pseudomonas nous a permis d’évaluer I’effet que joue la salinité sur les plantes. L’inoculation
par ces souches nous a permis d’observer leur effet bénéfique par leur adaptation a la résistance
au stress salin. D’une maniére générale, nous avons constaté une amélioration du poids frais des
plants d’orge inoculés par les souches de Bacillus et de Pseudomonas, cette amélioration est
remarquable chez la partie aérienne a une concentration de 100 mM de NaCl, contrairement a la
partie racinaire qui a vu une augmentation de sa valeur a une concentration 200 mM de NaCl.

Une accumulation importante de proline et de sucres solubles est observée chez les plants
d’orge inoculés par la souche B.methylotrophicus (OS4) pour le stress hydrique. Pour le stress
salin la valeur la plus élevé a été notée chez 1’orge bactérisé par la souche P.brassicacearum
(EPR3) pour la proline et la souche B.methylotrophicus (OS4) pour les sucres. D’une fagon
générale, le stress hydrique et le stress salin appliqués ont montré que I’inoculation par ces
souches a permis une augmentation de la teneur en proline et en sucres solubles, des molécules

lui permettant de résister aux conditions adverses.
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Conclusion

Les résultats expérimentaux sur la croissance des plants d’orge en interaction avec des
bactéries PGPR obtenus en conditions de stress hydrique et salin montrent que 1’inoculation des
graines d’orge par Bacillus et Pseudomonas confere une amélioration significative des
paramétres de croissance (poids frais et sec de la partie aérienne et la partie racinaire) et
biochimiques (accumulation de proline et de sucres solubles). Ces résultats révelent que la
souche P. brassicacearum (CR2) se discrimine comme la souche la plus résistante, tandis que la
souche B. methylotrophicus (OS4) est la plus sensible aux stress appliqués.

L’inoculation microbienne visant a atténuer les stress chez les plantes pourrait constituer
une option plus rentable, respectucuse de I’environnement et disponible dans un délai plus court.
Sur la base des résultats obtenus, des questions subsistent et de nouvelles perspectives s’ouvrent
afin de compléter les connaissances sur 1’implication des rhizobactéries comme inoculants dans
la composante microbienne d’un sol salin et leur exploitation comme agents de biofertilisation
et de biocontrole s’impose comme une alternative aux produits chimiques (fertilisants ou
pesticides).

Il est souhaitable de continuer cette étude en utilisant des parametres plus approfondis
pour évaluer le pouvoir des souches microbiennes a permettre une adaptation des plantes au
stress hydrique et salin.

Enfin, Le passage a des essais sur champ est une obligation pour la confirmation de

données recues in vitro et en serre.
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Annexes

Annexe 1 : La croissance des quatre souches sur milieu LPGA avec les différentes concentrations
de NaCl

Souches Témoin |100mM |200mM |0.5M 0.8M 1M
(5,89/l) | (11,69/) | (29,3g/1) | (46,88g/1) | (58,69/1)

OS:1 (répétition n°1) + + +/- + + +/-
OS1 (répétition n°2) + + +/- + + +/-
OS1 (repétition n° 3) + + +/- + + +/-
OS1 (répétition n°4) + + +/- + + +/-
0S4 (répétition n°1) + + + + + +/-
0S4 (répétition n°2) + + + + + +/-
0S4 (répétition n°3) + + + + + +/-
0S4 (repétition n°4) + + + + + +/-
CR2 (répétition n°1) + + + + + +/-
CR2 (répétition n°2) + + + + + +/-
CR2 (répétition n°3) + +/- + + + +/-
CR2 (répétition n°4) + +/- + + + +/-
EPR3 (répétition n°1) + + +/- + + +/-
EPR3 (répétition n°2) + + +/- + + +/-
EPR3 (répétition n°3) + + +/- + + +/-
EPR3 (répétition n°4) + + +/- + + +/-

+ : croissance importante / +/- : croissance moins importante




Annexe 2 : Effet de quatre souches de Pseudomonas et de Bacillus sur le poids frais et sec en (g)
des plants d’orge pour le traitement hydrique

Traitement Poids frais (Pf) | Poids sec (Ps) E W%
Témoin T1 0,40 0,07 0,33 83
T2 0,39 0,06 0,33 85
T3 0,30 0,05 0,25 83
T4 0,52 0,07 0,45 87
T5 0,37 0,05 0,32 86
T6 0,45 0,06 0,39 87
T7 0,50 0,06 0,44 88
T8 0,51 0,07 0,44 86
T9 0,39 0,06 0,33 85
T10 0,26 0,05 0,21 81
T11 0,51 0,07 0,44 86
T12 0,32 0,06 0,26 81
T13 0,33 0,06 0,27 82
T14 0,36 0,07 0,29 81
T15 0,42 0,07 0,35 83
SoucheEPR3 E1 0,36 0,05 0,31 86,11
E2 0,47 0,05 0.42 89,36
E3 0,38 0,05 0,33 86,84
E4 0,55 0,06 0,49 89,09
ES 0,63 0,08 0,55 87,30
E6 0,46 0,06 0,40 86,96
E7 0,34 0,04 0,30 88,24
ES8 0,61 0,07 0,54 88,52
E9 0,37 0,05 0,32 86,49
E10 0,25 0,05 0,20 80
E1l 0,27 0,04 0,23 85,19
E12 0,44 0,06 0,38 86,36
E13 0,27 0,04 0,23 85,19
E1l4 0,38 0,06 0,32 84,21
E15 0,50 0,06 0,44 88
Souche CR2 C1 0,56 0,07 0,49 87,50
C2 0,55 0,07 0,48 87,27
C3 0,37 0,05 0,32 86,49
C4 0,69 0,07 0,62 89,86
C5 0,61 0,07 0,54 88,52
C6 0,52 0,06 0,46 88,46
C7 0,47 0,06 0,41 87,23
C8 0,32 0,04 0,28 87,50
C9 0,61 0,07 0,54 88,52
C10 0,40 0,07 0,33 82,50
Cl1 0,50 0,07 0,43 86
C12 0,30 0,05 0,25 83,33
C13 0,48 0,06 0,42 87,50
Cl4 0,28 0,05 0,23 82,14
C15 0,39 0,06 0,14 77,78
Souche 0S4 1 0,18 0,04 0,14 77,78




2 0,43 0,07 0,36 83,72
3 0,35 0,07 0,28 80
4 0,41 0,07 0,34 82,93
5 0,34 0,07 0,27 79,41
6 0,36 0,06 0,30 83,33
7 0,31 0,07 0,24 77,42
8 0,32 0,07 0,25 78,26
9 0,23 0,05 0,18 76,47
10 0,34 0,08 0,26 78,79
11 0,33 0,07 0,26 78,26
12 0,23 0,05 0,18 78,26
13 0,26 0,05 0,21 80,77
14 0,30 0,07 0.23 76,67
15 0,25 0,05 0,20 80
Souche OS1 0,38 0,04 0,34 89,47
2 0,49 0,06 0,43 87,76
3 0,42 0,05 0,37 88,10
4 0,48 0,06 0,42 87,67
5 0,73 0,09 0,64 85,71
6 0,42 0,06 0,36 83,33
7 0,42 0,07 0,35 89,47
8 0,57 0,06 0,51 86,36
9 0,57 0,06 0,51 89,47
10 0,38 0,06 0,32 84,21
11 0,55 0,06 0,49 89,09
12 0,41 0,06 0,35 85,37
13 0,20 0,06 0,14 70
14 0,36 0,05 0,31 86,11
15 0,53 0,06 0,47 88,68




Annexe 3 : Effet de quatre souches de Pseudomonas et de Bacillus sur le poids frais et sec en (g)

de la partie racinaire et la partie aérienne pour le stress salin

Traitement Poids frais (Pf) Poids sec (Ps)
Témoin Partie Partie | Total Partie Partie | Total
racinaire| aérienne racinaire| aérienne
T1 | 0,06 0,26 0,32 0,02 0,03 0,05
T2 | 0,04 0,18 0,22 0,02 0,03 0,05
T3 | 0,05 0,23 0,28 0,02 0,03 0,05
T4 | 0,03 0,14 0,17 0,01 0,01 0,02
T5 | 0,04 0,25 0,29 0,02 0,03 0,05
T6 | 0,06 0,41 0,47 0,03 0,05 0,08
T7 | 0,04 0,14 0,18 0,03 0,02 0,05
T8 | 0,04 0,19 0,23 0,02 0,02 0,04
T9 | 0,04 0,15 0,19 0,02 0,02 0,04
T10| 0,03 0,11 0,14 0,02 0,01 0,03
Traitement Poids frais (Pf) Poids sec (Ps)
Souche EPR3 Partie Partie Total Partie Partie Total
(1200mM) racinaire | aérienne racinaire | aérienne
E1| 0,06 0,22 0,28 0,03 0,03 0,06
E2| 0,08 0,25 0,33 0,02 0,04 0,06
E3| 0,05 0,24 0,29 0.02 0,03 0,05
E4| 0,07 0,33 0,40 0,02 0,04 0,06
E5| 0,06 0,28 0,34 0,02 0,03 0,05
E6| 0,06 0,28 0,34 0,02 0,03 0,05
E7| 0,05 0,19 0,24 0,02 0,02 0,04
E8| 0,05 0,19 0,24 0,02 0,02 0,04
E9| 0,05 0,29 0,34 0,01 0,03 0,04
E10| 0,06 0,23 0,29 0,03 0,03 0,06
Traitement Poids frais Poids sec
Souche EPR3 Partie Partie Total Partie Partie Total
(200mM) racinaire | aérienne racinaire | aérienne
E1| 0,08 0,14 0,22 0,03 0,02 0,05
E2| 0,07 0,21 0,28 0,02 0,03 0,05
E3| 0,09 0,11 0,20 0,01 0,02 0,02
E4| 0,06 0,10 0,16 0,02 0,01 0,03
E5| 0,04 0,11 0,15 0,01 0,03 0,02
E6| 0,06 0,15 0,21 0,03 0,02 0,05
E7| 0,08 0,16 0,24 0,02 0,02 0,04
E8| 0,06 0,13 0,19 0,02 0,03 0,04
E9| 0,09 0,06 0,15 0,03 0,02 0,05
E10| 0,08 0,05 0,13 0,02 0,03 0,03




Traitement Poids frais (Pf) Poids sec (Ps)
Souche CR2 Partie Partie Total Partie Partie Total
(100mM) racinaire | aérienne racinaire | aérienne
Cl| 0,10 0,17 0,27 0,03 0,02 0,05
c2| 0,07 0,15 0,22 0,02 0,02 0,04
C3| 0,07 0,20 0,27 0.02 0,02 0,04
C4| 0,10 0,19 0,29 0,02 0,03 0,05
C5| 0,07 0,22 0,29 0,02 0,03 0,05
C6| 0,10 0,25 0,35 0,02 0,03 0,05
C7| 0,08 0,25 0,33 0,02 0,03 0,05
c8| 0,07 0,19 0,26 0,02 0,02 0,04
C9| 0,08 0,26 0,34 0,03 0,03 0,06
C10| 0,07 0,23 0,30 0,02 0,03 0,05
Traitement Poids frais (Pf) Poids sec (Ps)
Souche CR2 Partie Partie Total Partie Partie Total
(200mM) racinaire | aérienne racinaire | aérienne
Cl| 0,14 0,19 0,33 0,03 0,02 0,05
Cc2| 0,30 0,17 0,47 0,03 0,03 0,07
C3| 0,09 0,07 0,16 0,02 0,02 0,03
C4| 0,08 0,15 0,23 0,02 0,01 0,04
C5| 0,13 0,16 0,29 0,03 0,03 0,05
C6| 0,11 0,10 0,21 0,03 0,02 0,05
C7| 0111 0,15 0,26 0,03 0,02 0,05
C8| 0,08 0,13 0,21 0,02 0,03 0,04
C9| 0,07 0,11 0,18 0,02 0,02 0,04
C10| 0,09 0,05 0,14 0,03 0,03 0,03
Traitement Poids frais (Pf) Poids sec (Ps)
Souche 0S4 Partie Partie Total Partie Partie Total
(100mM) racinaire | aérienne racinaire | aérienne
O1| 0,09 0,24 0,33 0,03 0,03 0,06
02| 0,09 0,34 0,43 0,02 0,02 0,04
03| 0,08 0,30 0,38 0.03 0,04 0,07
04| 0,07 0,29 0,36 0,03 0,04 0,07
O5| 0,07 0,21 0,28 0,02 0,03 0,05
06| 0,06 0,36 0,42 0,03 0,05 0,08
O7| 0,05 0,23 0,28 0,02 0,03 0,05
08| 0,06 0,26 0,32 0,02 0,03 0,05
09| 0,08 0,30 0,38 0,02 0,05 0,07
010| 0,06 0,23 0,29 0,02 0,03 0,05




Traitement Poids frais (Pf) Poids sec (Ps)
Souche OS4 Partie Partie Total Partie Partie Total
(200mM) racinaire | aérienne racinaire | aérienne
O1| 0,09 0,17 0,26 0,03 0,03 0,06
02| 0,13 0,13 0,26 0,04 0,02 0,06
03| 0,07 0,15 0,22 0,03 0,02 0,05
04| 0,08 0,14 0,22 0,03 0,02 0,05
O5| 0,06 0,12 0,18 0,03 0,02 0,05
0o6| 0,05 0,11 0,16 0,03 0,02 0,05
O7| 0,06 0,08 0,14 0,03 0,02 0,05
08| 0,07 0,14 0,21 0,03 0,03 0,06
09| 0,06 0,09 0,15 0,03 0,02 0,05
010| 0,02 0,14 0,16 0,01 0,02 0,03
Traitement Poids frais (Pf) Poids sec (Ps)
Souche OS1 Partie Partie Total Partie Partie Total
(100mM) racinaire | aérienne racinaire | aérienne
O1| 0,07 0,25 0,32 0,03 0,04 0,07
02| 0,05 0,20 0,25 0,03 0,04 0,07
03| 0,08 0,24 0,32 0.02 0,03 0,05
04| 0,06 0,29 0,35 0,02 0,04 0,06
O5| 0,07 0,28 0,35 0,04 0,04 0,08
0O6| 0,07 0,21 0,28 0,02 0,04 0,06
O7| 0,06 0,26 0,32 0,03 0,03 0,06
08| 0,05 0,24 0,29 0,02 0,03 0,05
09| 0,03 0,28 0,31 0,04 0,04 0,08
010, 0,05 0,19 0,24 0,02 0,03 0,05
Traitement Poids frais (Pf) Poids sec (Ps)
Souche OS1 Partie Partie Total Partie Partie Total
(200mM) racinaire | aérienne racinaire | aérienne
O1l| 0,12 0,12 0,24 0,04 0,02 0,06
02| 0,10 0,16 0,26 0,03 0,02 0,05
03| 011 0,14 0,25 0,01 0,02 0,03
04| 0,08 0,15 0,23 0,02 0,02 0,04
05| 0,07 0,14 0,21 0,03 0,02 0,05
06| 0,06 0,13 0,19 0,02 0,02 0,04
Oo7| 0,09 0,06 0,15 0,03 0,01 0,04
08| 0,07 0,10 0,17 0,03 0,02 0,05
09| 011 0,19 0,30 0,03 0,02 0,05
010, 0,09 0,07 0,14 0,01 0,01 0,02




Annexe 4 : Teneur en proline des quatre souches de Pseudomonas et de Bacillus pour le stress
hydrique

Traitements Moyennes Teneur en proline (mg/MF)
CR2 0,636 0,395
T EDS 0,652 0,404
0S1 0,696 0,432
EPR3 0,933 0,579
0S4 1,059 0,656

Annexe 5 : Teneur en proline des quatre souches de Pseudomonas et de Bacillus pour le stress
salin

Traitements Moyennes Teneur en proline (mg/MF)

T EDS 0,652 0,404

CR2C1 0,869 0,539

0s1cC2 0,984 0,588

0s4C1 1,016 0,63

0S1C1 1,084 0,672
EPR3 C1 2,126 1,318

0S4 C2 2,776 1,721

CR2C2 2,80 1,735
EPR3 C2 2,838 1,76

Annexe 6 : Teneur en sucres des extraits des plantes bactérisées par les souches de Pseudomonas
et de Bacillus pour le traitement en stress hydrique

Traitements Moyennes Teneur en sucres (mg/MF)
T EDS 0,643 1,07
CR2 0,826 1,37
0s1 0,834 1,38
EPR3 0,921 1,53
0s4 0,965 1,60




Annexe 7 : Teneur en sucres des extraits de plantes inoculées par les souches de Pseudomonas et
Bacillus a différentes concentrations de NaCl

Traitements Moyennes Teneur en sucres (mg/MF)
T EDS 0,652 1,07
CR2C1 0,795 1,32
CR2C2 0,964 1,60

EPR3 C2 1,055 1,75

0S4 C2 1,096 1,82

0OS1C1 1,160 1,92

0S1C2 1,196 1,98

EPR3 C1 1,346 2,23

0S4 C1 1,354 2,24
Annexe 8

Compostions du milieu de culture

Milieu LPGA (Extarit de levure- Petone bacteriologique- Glucose- Agar) (Schaad, 2001)
Extrait de levure 5g

Bactopeptone 59

Glucose 109

Agar 179

Pour un 1litre d’eau distillée. Ajuster lepH a 7- 7.2

Autoclavé 20 min a 120 C.
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