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Résumé

L’interaction plantes-PGPR est fortement affectée par les stress biotiques et abiotiques tels que
les phytopathogenes, le déséquilibre nutritionnel et la salinité élevée. Dans ce travail, 70 isolats
bactériens diazotrophes ont fait ’objet d’une sélection hiérarchique selon leur capacité a produire des
métabolites d’intérét agricole. Apres identification des isolats sélectionnés, 1’effet des extraits issus des
raquettes de Opuntia ficus-indica (OFI), Ulva lactuca (UL) et Enteromorpha intestinalis (EI) sur
I’halotolérance bactérienne a été étudié. L’ effet combiné des extraits et des isolats sélectionnés sur la
germination des graines de blé dur et sur la germination et la croissance de la tomate sous stress salin a
été également étudié. Enfin, un isolat bactérien (RhiNA) a été identifié, évalué pour son antagonisme
vis-a-vis de Aspergillus flavus, A. niger, Botrytis cinerea et Mucor sp. et testé pour son efficacité
comme agent de biocontréle de la pourriture grise due a B. cinerea sur fruits de pomme. Les isolats
sélectionnés (BEA4, BEC9, BOA4 et SEB9), respectivement identifiés comme (Flavobacterium
johnsoniae, Pseudomonas putida, Achromobacter xylosoxidans et Azotobacter chroococcum), sont des
fixateurs d’azote, ayant la capacité de produire une large gamme d’enzymes lytiques, de 1’acide indole
acétique (BEA4: 76,3 ; BEC9: 25,7 ; BOA4 : 47,4 et SEB9 ; 32,2 ug/mL), des sidérophores et sont
capables de solubiliser le phosphate tricalcique. A 300 mM NacCl, la souche BEA4 et I’extrait OFI ont
restauré le taux de germination de blé dur de 2,8 (témoin) a 25 et 39% respectivement, alors que
I’association BEA4-OFI I’a restauré a 56%. A 150 mM NaCl et aprés un mois de croissance, la taille
des plantules de tomate n’a été amélioré ni en présence de la souche BEC9 ni de I’extrait UL.
Cependant, leur association 1’a significativement restauré de 0,038 a 0.077 g/plante. La concentration
de proline dans les plantules de tomate stressées a augmenté de 11,5 (témoin) a 24,8 et 32.05 pg/mL en
présence de la souche BOA4 et de 1’association BOA4-E| respectivement. La souche RhiNA, identifiée
comme Pseudomonas protegens, a permet de réduire la superficie de la zone pourrie des pommes
infectées par B. cinerea de 530 (témoin) a 173 mm?. L’ensemble des souches sélectionnées ainsi que
les trois extraits OFI, UL, et El constituent un bon support de perspectives pour une meilleure

agriculture écologique et renouvelable.

Mots clé : Stress salin, Osmoprotecteurs, PGPR, Proline, Acide Glutamique, Phytopathogenes.
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Abstract

The plant-PGPR interaction is strongly affected by biotic and abiotic stresses such as
phytopathogens, nutritional imbalance and high salinity. In this work, 70 diazotrophic bacterial isolates
were hierarchically selected according to their ability to produce metabolites of agricultural interest.
After molecular identification of the selected strains, the effect of extracts from Opuntia ficus-indica
(OFI), Ulva lactuca (UL) and Enteromorpha intestinalis (EI) on bacterial halotolerance was studied.
The combined effect of extracts and the selected isolates on durum wheat germination and on tomato
germination and growth under salt stress was also determined. Finally, the bacterial strain RhiNA was
identified, evaluated for its antagonism against Aspergillus flavus, A. niger, Botrytis cinerea and Mucor
sp., then tested for its effectiveness as biocontrol agent of B. cinerea gray mold on apple fruits. The
selected nitrogen fixing strains, BEA4, BEC9, BOA4 and SEBY, respectively identified as
Flavobacterium johnsoniae, Pseudomonas putida, Achromobacter xylosoxidans and Azotobacter
chroococcum have the ability to produce wide range of lytic enzymes, Indole Acetic Acid (BEA4:
76.3, BEC9: 25.7, BOA4: 47.4 and SEB9: 32.2 ug/mL), siderophores and are capable of solubilizing
tricalcium phosphate. At 300 mM NaCl, the strain BOA4 and OFI-extract restored wheat germination
percentage from 2.8 (control) to 25 and 39% respectively, where BEA4-OFI association restored it to
56%. At 150 mM NaCl and after one month, tomato seedlings’ fresh weight was not restored either
with the strain BEC9 nor UL-extract. However, their association significantly increased it from 0.038
to 0.077 g/plant. Proline concentration in tomato stressed seedlings was enhanced from 11.5 (control)
to 24.8 and 32.05 pg/mL in presence of BOA4 and BOAA4-EIl respectively. The strain RhiNA,
identified as Pseudomonas protegens, remarkably reduced rotted zone in B. cinerea-infected apples
from 530 (control) to only 173 mm?. All the selected isolates as well as OFI-, UL- and EI- extracts

constitute promising supports of perspectives for ecological and renewable agriculture in future.

Key words: Salt stress, Osmoprotectants, PGPR, Proline, Glutamic acid, Phytopathogens.
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Introduction.

Introduction

En 2004, I’Organisation des Nations Unis (ONU) a estimé que vers la fin de 1’année
2050, la population humaine est supposée atteindre 8.9 milliard habitant sur terre. Ces
estimations correspondent a une augmentation approximative de 47 %. En 2011, ’ONU a
également annoncé que cette population venait d’atteindre 7 milliard habitants sur terre.
Cependant, ces présomptions ont été corrigées vers la fin de ’année 2015, signalant que notre
planete est supposée abriter plus de 9.725 et 11.213 milliard habitants vers la fin des années
2050 et 2100, respectivement (UN. 2004 ; Ashraf et al., 2012 ; UN. 2015).

Cette explosion démographique alarmante, particulierement en Asie (60%) et en Afrique
(16%), nécessitera sans doute une augmentation considérable des besoins nutritionnels
provenant essentiellement de I1’agriculture (Waughray, 2011). D’un autre c6té, le
CSCDGC “Center for Study of Carbon Dioxide and Global Change” a indiqué que 60 a 100
% d’augmentation dans la production agricole sera nécessaire pour nourrir la planéte. Il a
également indiqué que seule une augmentation de 34.5 a 51.5 % sera probablement achevée
entre 2009 et 2050 (ldso, 2011). A titre d’exemple, la production du riz et du blé dans les pays
en développement est supposée augmenter de 4.2 et de 3.1 & 4.7 et 3.5 Tons/Hectare entre les
années 2015 et 2030, respectivement. Selon les études présomptives de la croissance
démographique dans ces régions de la planéte, une telle augmentation de la production
ceréaliere, mais aussi d’autres produits agricoles, semble loin d’étre satisfaisante (UN, 2015 ;
FAO, 2012).

L’explosion démographique ne constitue pas la seule contrainte affectant la production
agricole. En l’occurrence, plusieurs activités humaines, principalement liées a
I’industrialisation et ’utilisation excessive des hydrocarbures, mais aussi a d’autres pratiques
agricoles comme I’irrigation et I’application hystérique des fertilisants, pesticides et herbicides
chimiques ont amélioré, ensemble, la vie humaines. Malheureusement, ces activités ont
parallelement provoqué une accumulation de quantités considerablement accrues de produits
toxiques de différentes natures, menant a une dégradation sans précédent des terrains agricoles
et a une privation des sols (Tak et al., 2013). Ainsi, une accentuation des changements

climatiques de la planete, les pertes de la biodiversité, une diminution des réserves planétaires
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en eau, une dégradation de I’environnement et une salinisation des terrains agricoles en sont

les résultats (Shahbaz and Ashraf, 2013).

Parmi ces contraintes, la salinisation des terrains agricoles impose des défis énormes, a
la fois aux scientifiques et aux agriculteurs, exigeant une exploitation croissante des ressources
naturelles a la recherche de solutions prometteuses (Ashraf et al., 2012). Environ 6 % de la
surface terrestre est affectée par la salinité, correspondant a 20 % des terrains irrigués au
niveau mondial. Ces sites sont majoritairement localisés dans les zones arides et semi-arides
du globe ou la pluviométrie est insuffisante pour éliminer les sels accumulés dans les couches
superficielles du sol. De plus, il a été estimé que plus de 50 % des terrains agricoles seront
affectés par la salinité vers la fin de I’année 2050 (Jamil et al., 2011 ; Dikilitas and Karakas,
2012 ; Stankovi¢ et al., 2015). En Algérie, pres de 10 a 15 % des terres irriguées sont affectés,
occupant 3.2 millions d'hectares de la superficie totale, localisées aussi bien au Nord qu'au Sud
du pays (Silini, 2016).

Face a cette situation angoissante, ou la salinité est responsable de pertes agricoles et
économiques énormes, la culture de nouvelles variétés connues pour leur tolérance au stress
salin, la recherche et la sélection de germplasm existants des cultures potentielles, la
production de cultures génétiquement modifiées et D’application exogene de solutés
compatibles connus pour leur réle osmoprotecteur constituent les principales stratégies visant
la promotion du rendement agricole sous stress salin (Ashraf et al., 2012). Ajoutant a ca,
I’accumulation des données concernant les modalités d’interactions plantes-microorganismes a
permis de distinguer un groupe de bactéries vivant dans la rhizosphere des plantes et capable
de conférer des avantages bénéfiques a la fois aux plantes et au sol. Ce groupe de bactéries est
connu sous le nom « PGPR », de I’anglais : « Plant Growth Promoting Rhizobacteria ». Outre
leur pouvoir promoteur de la croissance des plantes sous condition non stressées, certains
PGPR sont capables d’établir différentes formes d’interactions symbiotiques ou non-
symbiotiques avec les plantes sous conditions de stress, participant a la remédiation du sol et

la restauration de la croissance des plantes stressées (Choudhary et Varma, 2016).

La capacité inhérente aux PGPR de fixer 1’azote atmosphérique, de solubiliser des
formes insolubles de nutriments nécessaires a la croissance des plantes et de produire d’autres

métabolites a grand intérét agricole comme les sidérophores, les phytohormones et les
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antibiotiques a fait de ces microorganismes une alternative écologique irréprochable afin
d’éviter 1’application excessive des produits chimiques a la fois chers et de plus en plus non
souhaitables en agriculture. Ainsi, I’application des PGPR est considérée comme la méthode
écologique la moins chére utilisée pour augmenter la production agricole via la stimulation de
la croissance des plantes, le contrdle des phytopathogénes, la dégradation des polluants et la
bioremédiation des terrains dégradés (Bhattacharyya et Jha 2012 ; Landa et al., 2013).

Vivants dans un méme environnement, les PGPR sont exposés aux mémes
concentrations de sels que les plantes, entravant, a des niveaux critiques, la croissance et
I’interaction des deux partenaires. Suite a I’exposition des cellules a des concentrations
élevées en sels, I’activité de I’eau dans leurs cytoplasmes diminue, altérant 1’activité des
protéines et inhibant plusieurs processus biologiques tels que la synthése des macromolécules
et la réplication de I’ADN (Nabti et al., 2010 ; Bhattacharyya et Jha, 2012). En réponse au
stress salin, les plantes et les PGPR synthétisent et/ou accumulent des solutés compatibles
(osmoprotecteurs) ; des métabolites compatibles avec le comportement cellulaire, jouant un
role important dans le rééquilibrage osmotique et protégeant les cellules contre la plasmolyse
(Cénovas et al., 1997 ; Goller et al., 1998 ; Wani et al., 2013).

Ajoutant a ¢a, certains organismes comme le figuier de barbarie (Opuntia ficus-indica)
et la plupart des macroalgues marines sont sur la premiére ligne des organismes connus pour
leur tolérance aux stresses hydriques. Cette tolérance est en grande partie liée a leur capacité
de synthétiser et d’accumuler des solutés compatibles dans les cytoplasmes de leurs cellules.
La composition chimique de ces plantes, mais aussi leurs modes d’adaptation aux stresses
abiotiques, suggerent la possibilité de les utiliser comme sources exogene d’une large gamme
de soluté compatibles (Edwards et al., 1988 ; Ghoul et al., 1995 ; Kirst 1996 ; Pichereau et al.,
1998 ; Nabti et al., 2007 ; Séenz et al., 2013).

Dans cette optique, on s’est assigné les objectifs suivants :
1. Isolement, sélection et identification de bactéries diazotrophes ayant la capacité de

produire « in vitro » des métabolites d’intérét agricole.
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2. Evaluation de I’effet des extraits issus des deux algues marines Ulva lactuca et
Enteromorpha intestinalis et des raquettes de /’Opuntia ficus-indica sur 1’halotolérance des

isolats sélectionnés.

3. Screening de I’effet des isolats sélectionnés et de leurs associations avec les extraits

précédemment cités sur la germination des graines de blé dur sous stress salin.

4. Evaluation de D’effet des isolats sélectionnés et de leurs associations avec les extraits
précédemment cités sur la germination, la croissance, et ’accumulation d’acides aminés par

les plantules de tomate sous stress salin.

5. Isolement et sélection d’une souche bactérienne a fort pouvoir antagoniste vis-a-vis des
champignons phytopathogénes Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Botrytis cinerea et

Mucor sp.

6. Evaluation de la performance antagoniste de la souche isolée dans la prévention de la

pourriture grise due a Botrytis cinerea sur fruits de pomme.
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I.  Sol et rhizosphére

1. Lesol
Le sol est défini comme étant une entité naturelle vivante et dynamique sur la surface de
la terre, il est composé de solides (organique et minérale), liquides et gazes, présentant au

moins 1’un des deux caractéres suivants :

e Composé de couches qui se différencient par leurs matieres premiéres suite a des
ajouts, des pertes ou des transformations de maticre et d’énergie.
e Capacité a supporter les plantes enracinées dans un environnement naturel (Osman,
2013).
Le sol constitue le support de vie d’une trés grande variété d’organismes vivants en
interactions continues (plantes, vers, nématodes, acariens, protozoaires, algues, champignons,

eubactéries, archaea, etc.) (Scow, 2004).

2. L’humus
L’humus constitue la portion, de couleur foncée, des substances organiques insolubles

dans le sol qui résultent de la décomposition de la matiere organique (Stenesh, 1989).

C’est un composant essentiel du sol ; il détermine le niveau de la fertilité du sol et son
contenu en éléments minéraux ainsi que ses propriétés physicochimiques. D’un autre coté,
I’humus participe a la régulation de la distribution de 1’eau et de 1’air dans le sol (Rusanov et

Anilova, 2009).

La partie vivante du sol est composée d’insectes, protozoaires, champignons, bactéries
etc. les microorganismes qui y sont présents sont responsables d’une multitude de réactions
biochimiques impliquées dans les cycles cataboliques ou anaboliques de la matiére organique

tel que la minéralisation, I’immobilisation et la nitrification (Tableau 1) (Taiz et Zeiger, 2002).

3. Larhizosphére

A la fin du 19°™ siécle, il a été largement admis que les plantes encouragent la
prolifération des microorganismes autour de leurs racines, cela a conduit Lorenz Hiltner a
définir, en 1904, la rhizosphére comme étant « la partie du sol qui entoure immédiatement

les racines de la plante » (Elmerich, 2007).
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Les racines des plantes liberent une large variété de substances (divers alcools, éthyléne,
sucres, acides aminés, acides organiques, vitamines, nucléotides, polysaccharides et enzymes).
Cette multitude de molécules secrétées par les racines influence considérablement les
microorganismes environnants et constitue un écosysteme rhizosphérique tres favorable a leur

croissance (Prescott, 2002).

La plupart des microorganismes de la rhizosphére aident a leur tour, par mutualisme, les
plantes par la fixation de 1’azote atmosphérique et la dégradation de la matic¢re organique, ainsi
que par la stimulation de la croissance et la protection des végétaux (Schmitt-Kopplin et al.,
2007). D’un autre cOté, le sol exerce un effet sur les communautés microbiennes au niveau de
la rhizosphere en maintenant des pH, des aérations et des caractéristiques physico-chimiques
différentes (Marschner et al., 2001).

Tableau 1 : processus métaboliques dus aux microorganismes dans le sol (Prescott, 2002).

La fixation biologique de Conversion bactérienne de 1’azote moléculaire en
’azote ammoniac.

L’absorption et I’assimilation de I’ammonium ou de nitrate
L’immobilisation par les microorganismes.

Catabolisme bactérien et fongique de la matiére organique
Ammonification azotée dans le sol en ammonium.

L’oxydation bactérienne de I’ammonium en nitrite puis des
Nitrification nitrites en nitrates.

Conversion bactérienne du nitrate en oxyde nitreux et en
Dénitrification azote moléculaire.

Catabolisme bactérien et fongique de la matiere organique
dans le sol en azote moléculaire a travers I’ammonification
Minéralisation ou la nitrification.
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Il.  Production agricole et stress abiotique

La croissance rapide de la population humaine pose de plus en plus un nombre de défis
agricoles et alimentaires. L’altération de la biodiversité, la dégradation des environnements et
la diminution de la disponibilité des nutriments obligent a exploiter les ressources naturelles et
a trouver des outils performants pour diminuer le risque di aux facteurs environnementaux
(Ashraf et al., 2012).

1. Croissance démographique et problémes de nutrition

En 2011, ’ONU avait annoncé que la population mondiale a dépassé 7 milliards
habitant sur terre (Ashraf et al., 2012). Cette population croissante exigera une quantité et une
qualité croissantes de nourriture provenant de 1’agriculture. Pour répondre a ces nouvelles
exigences, un doublement de la production sera probablement nécessaire dans les quarante
prochaines années. A titre d’exemple, la demande mondiale de céréales devrait augmenter de
585 millions a 828 millions de tonnes en 2025, ce qui correspond a une augmentation de 42%
(Waughray, 2011).

2. L’influence du stress abiotique sur la production agricole

Plusieurs facteurs environnementaux sont impliqués dans la diminution du rendement
final d’un produit agricole ou dans I’altération de sa qualité. La sécheresse, le pH, la salinité,
le déséquilibre des nutriments (toxicité et déficience minérale) et les températures extrémes
constituent, souvent, les principales contraintes environnementales affectant la production
agricole (Ashraf et Foolad, 2007).

Le stress abiotique est donc considéré comme le principal responsable des pertes
associées aux cultures ; la sécheresse et la salinité sont responsables de 17 et 20% de pertes,
respectivement, alors que la température élevée ou basse est responsable de 40 et 15% de
pertes respectivement, 8% de pertes sont liées a d’autres facteurs (Athar et Ashraf, 2009)
(figure 1).

2.1. Lasalinité
La concentration élevée des différents ions de sel dans le sol, principalement le sodium
et le chlore mais aussi d’autres ions tel que [potassium, calcium, carbonate, nitrate, sulfate]

provoque une diminution dans ’acquisition de 1’eau par les racines des plantes. Aussi, La
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concentration de certains ions, notamment Na*, est maintenue basse grace a des vacuoles
intracellulaires qui stockent ces ions a 1’aide de pompes a ions ATP-dépendantes (Kosova et
al., 2011).

Le chlorure de sodium (NaCl) constitue le principal agent responsable du stress salin
chez les plantes, son effet peut étre observé par la diminution de la croissance ou méme la
mort de la plante. La salinité du sol provoque le stress chez la plante soit en rendant difficile le
captage de l’eau par les racines ou bien par toxicité via 1’accumulation d’une grande
concentration de sel dans la plante. De plus, la salinité peut affecter la synthése protéique, la

photosynthése et les métabolismes lipidiques (Rojas-Tapias et al., 2012).

Avec I’augmentation de la population humaine et ses besoins nutritionnels, 1’utilisation,
de plus en plus importante, de I’irrigation a considérablement augmenté. Cette derniére a
accentué la salinisation du sol, provoquant ainsi une diminution importante des rendements

agricoles (Poustini et Siosemardeh, 2004).
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Figure 1 : pertes agricoles dues aux facteurs biotiques et abiotiques au niveau planétaire
(Ashraf et al., 2012).
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2.2. Lasecheresse

L’eau constitue I’élément de vie universel. Il est évident qu’elle est considérée depuis
longtemps comme étant le principal déterminant de la répartition de la végétation sur la terre
(Parker, 1956).

La sécheresse limite considérablement le rendement et la productivité des cultures,
particuliéerement dans les régions arides et semi-arides (Yang et al., 2009 ; Lashkari et
Bannayan, 2012). Elle affecte le mouvement des nutriments dans le sol empéchant ainsi leur

arrivée jusqu’aux racines de la plante (Powell et Klironomos, 2007).

Environ 45% des zones agricoles au niveau mondial constitue 1’objet d’une sécheresse
continue ou fréquente, et c’est 1a ou réside plus de 38% de la population mondiale humaine
(Ashraf et Foolad, 2007). Si cette évolution de la sécheresse évolue dans le méme sens pour
les années qui suivent, il est attendu que, vers I’année 2025, environ deux milliards personnes

vivront dans des pays souffrants d’un manque absolu d’eau (Athar et Ashraf, 2009).

Dans les sols secs, les racines ne gardent pas leurs structures normales et ne peuvent
pénétrer convenablement dans le sol afin d’en tirer profit; la disponibilité en nutriments

devient alors restreinte aux zones proches des racines (Tinker et Nye, 2000).

Le stress di a la secheresse peut affecter toute les étapes du développement des cultures.
Les mécanismes de son influence sont tres complexes, ils peuvent affecter plusieurs processus
métaboliques et a plusieurs stades de développement de la plante, tels que la gamétogénése, la
fertilisation, I’embryogénese et le développement des grains ainsi que le développement

reproductif au moment de la floraison (Alqudah et al., 2011).

2.3. Les températures extrémes
Les températures extrémes influencent considérablement le rendement des cultures a

plusieurs niveaux et pendant les différents stades de vie de la plante.

L’augmentation de la température au niveau mondial due au réchauffement climatique
pose des problémes majeurs en agriculture. Ainsi, Il a été demontré que les températures
élevées affectent plusieurs stades du developpement des plantes tels que la floraison et la

fructification (Sarma et al., 2012). De méme, une grande partie des enzymes impliquées dans
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la photosynthese est influencée ; le photosystéme Il (PSII) est endommagé a des températures
au-dela de 45°. D’un autre c6té, 1’assimilation du CO2 par les plantes est également inhibée par

les températures élevées (Brestic et Zivcak, 2013).

La plupart du temps, le stress di a la température élevée est lié a la secheresse, ce qui
rend difficile la détermination de 1’effet de la chaleur sur les cultures et la réponse de ces
dernieres a ce type de stress. L’étude de I’effet de la chaleur sur les plantes peut étre
déterminée uniquement dans des conditions extrémement humides. Ce type d’étude se réalise
en se basant sur plusieurs parameétres tels que la proportion des tissus nécrotiques, la stabilité
de la membrane et de la chlorophylle ainsi que le développement, la croissance et le

rendement de la plante (Hall et al., 1979).

Le stress di au froid est I’une des causes majeures des pertes agricoles, les conséquences
de ce type de stress dépendent du degré de sévérité et du temps d’exposition. Les semis
constituent le stade le plus sensible au froid, les principaux symptdmes liés au froid se
résument principalement a des lésions de surface, jaunissement des feuilles, dessiccation,
destruction des tissus, accélération du vieillissement de la plante, diminution de sa durée de
vie et production de I’éthyléne. Concernant la reproduction, le froid peut engendrer la stérilité

des pollens etc. (Yadav, 2010).

Au niveau cellulaire, plusieurs études ont montré que la membrane est le premier site de
perception du froid, cette perception est le résultat de la rigidit¢é membranaire et d’une
modification qualitative et quantitative des lipides membranaires. Des modifications au niveau
du cytosquelette cellulaire sont aussi observées sous 1’effet du froid ; ces modifications
exprimées par des réarrangements au niveau des microfilaments d’actine résultent de la

modification de la fluidité membranaire (Solanke et Sharma, 2008).

2.4. Le désequilibre nutritionnel en Azote (N)

L’azote (N) est un élément trés important pour le développement des cultures, c’est un
constituant de chlorophylle, des acides aminés et des acides nucléiques etc. Sa disponibilité
pour les plantes est généralement inférieure a celle nécessaire pour leur bon développement.

Ce manque est, dans la plupart du temps, compensé par 1’ajout d’engrais azotés. Cependant,
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seulement 40% de cet azote est assimilé par les cultures, ce qui peut aboutir a I’accumulation

de cet élément dans le sol (Cavatte et al., 2012).

3. Les problemes abiotiques dans les zones arides et semi-arides

Dans les régions arides et semi-arides tel que les territoires méditerranéens, le
fonctionnement des écosystemes est adapté aux conditions climatiques séveres (la température
élevée et la faible pluviométrie). Cependant, les changements de température au niveau
mondial et de la configuration des précipitations aboutissent & des périodes de secheresse plus
longues. Dans ces écosystemes mediterranéens, la secheresse est la principale conséquence du
changement climatique, ce dernier n’affecte pas uniquement la végétation mais aussi la
biomasse microbienne au niveau du sol, et particuliérement dans les zones rhizosphériques des
plantes (Hueso et al., 2011).

L’irrigation s’est avérée comme la principale solution pour lutter contre la secheresse et
compenser le manque d’eau pour les cultures. Ainsi, 40% de la production vivriére est assuree
sur des sols irrigués (17% des terrains agricoles dans le monde). Une grande partie de ces
terrains irrigués est cependant menacée par la salinisation, ce qui peut altérer
irrémédiablement les surfaces agricoles. Cette salinisation frappe le plus durement les régions
arides et semi-arides ou 25 % des surfaces agricoles irriguées sont touchées (chaque année 1 a

2% de la superficie irriguée dans le monde est concernée par ce probleme) (FAO, 2002).

L’origine du sel dans les sols des régions arides et semi-arides est surtout la conséquence
de I’évapotranspiration élevée ou le mouvement ascendant de 1’eau accompagnée de sels des
couches les plus profondes aboutit a I’accumulation de ce dernier dans les régions des racines,

entravant ainsi, leurs capacités d’absorber 1’eau (Chaudhary et al., 2003).

I11. Rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes

Les bactéries sont ubiquitaires et si certaines d’entre elles sont responsables de maladies
infectieuses chez les autres vivants (animaux, végétaux...), la plupart sont souvent
indispensables au développement des autres formes de vie sur terre. Parmi ces bactéries, les
Rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes ou « PGPR, de I’anglais : Plant
Growth Promoting Rhizobacteria », jouent un role tres important dans 1’amélioration de la

croissance des plantes a différentes stades de leurs développement.
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L’utilisation des microorganismes afin d’améliorer la disponibilité¢ des nutriments et
protéger les plantes constitue actuellement I'une des pratiques trés importantes utilisées en
agriculture. Ainsi, durant les deux décennies précédentes, 1’utilisation des PGPR pour
augmenter le rendement des cultures a été largement envisagée, les résultats de ces
avancements sont prometteurs et incitent & continuer les travaux dans cette approche
(Figueiredo et al., 2010).

1. Définition des PGPR

En se basant sur leurs travaux, Kloepper et Schroth (1978) ont introduit le mot
« Rhizobactéries » qualifiant la communauté bactérienne qui colonise compétitivement les
racines des plantes, tout en améliorant leurs croissances (Bhattacharyya et Jha, 2012). Les
PGPR sont donc des bactéries de la rhizosphere des plantes. Ainsi, une rhizobactérie est dite

PGPR si, inoculée dans la rhizosphere d’une plante, elle est capable de lui apporter un effet

bénéfique (Darrah, 1993 ; Barriuso et al., 2008).

2. Principaux roles des PGPR

La compréhension de ’effet de la rhizospheére sur les communautés microbiennes ainsi
que ’effet de ces dernicres sur la croissance des plantes a permis d’apporter une nouvelle
lumiére sur le role de ces microorganismes dans le fonctionnement des écosystemes (Nie et
al., 2009). Les mécanismes par lesquels les PGPR peuvent améliorer le rendement d’une
plante sont divers ; leurs effets se manifestent a plusieurs niveaux et a différentes stades du

développement de la plante.

Au fil du temps, pas mal de travaux ont été publié concernant le réle des PGPR comme
inducteurs de la tolérance des plantes aux stress abiotiques (la sécheresse, la salinité, 1’exces
ou la déficience nutritionnels et méme aux métaux lourds). Le terme ‘tolérance systémique
induite’ (TSI) a été proposé pour designer la tolérance conférée aux plantes par les PGPR vis-

a-vis a ces types de stress (Yang et al., 2009).

Le role des PGPR ne s’arréte pas a la stimulation de la croissance de la plante et/ou la
réduction des maladies causées par les phytopathogenes (virus, bactéries, champignons,

nématodes), certaines PGPR stimulent des changements physiques ou chimiques améliorant
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les défenses de la plante, ce qui est désigné par ‘résistance systémique induite’ (RSI) (Shukla
etal., 2012).

Les PGPR jouent aussi un rdle vital pour les plantes par la fixation de I’azote
atmosphérique et sa disponibilité conséquente dans le sol. Ces bactéries produisent aussi des
sidérophores captant le fer qui sera fourni et assimilé par les racines des plantes. Elles assurent
également la solubilisation des minéraux comme le phosphate indispensable pour la nutrition
des végétaux (Reddy, 2013).

Les PGPR partagent le méme environnement avec les racines des plantes. Les echanges
entre ces deux partenaires sont trés complexes et les associations symbiotiques nécessaires
pour la survie et le bon développement de chacun d’entre eux sont mal comprises jusqu’a nos
jours. De plus, les microorganismes du sol, dont une grande partie est considérée comme
PGPR, partagent le méme environnement que les racines des cultures. Elles sont donc
exposées aux mémes contraintes environnementales que ces derniers (Saharan et Nehra,
2011).

3. PGPR et stress biotique

La membrane cytoplasmique des organismes est perméable a 1’eau, mais rarement aux
autres métabolites. Ainsi, un choc hyper ou hypo-osmotique provoque chez la cellule un influx
ou un efflux d’eau aboutissant, respectivement, a une augmentation ou une diminution du

volume cytoplasmique, ce qui peut provoquer une plasmolyse (Ghoul, 1990).

En cas d’exposition de la cellule a une osmolarité €levée, I’activité de 1’eau dans le
cytoplasme diminue, la conséquence en est une perturbation de I’activité des protéines et
d’autres macromolécules et une inhibition d’un grand nombre de processus biologiques
comme la synthése des macromolécules et la réplication de ’ADN. Pour les associations
symbiotiques PGPR-plantes, la salinité élevée altere les proteines bactériennes impliquées
dans la premiére étape d’attachement aux racines de la plante hote et inhibe la nodulation

bactérienne et la fixation de 1’azote (Nabti et al., 2010).

La température, aussi, affecte profondément les bactéries. Le changement de I’activité
enzymatique est le principal aspect d’une modification de la température. Ainsi, cette activité

augmente avec la température jusqu’a un certain seuil qui constitue la température optimale de
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croissance. Au-dela duquel D’activité enzymatique et donc, tous les processus cellulaires

diminuent (Prescott, 2002).

Chaque bactérie possede des propriétés lui permettant de croitre a des valeurs bien
définies d’un facteur abiotique donné. Au-dessus ou en dessous de ces valeurs, la croissance
de ce microorganisme commence a s’altérer. Ci-aprés un tableau précisant la réponse des

microorganismes a certains facteurs environnementaux (tableau 2).

Tableau 2 : réponse microbienne aux facteurs abiotiques (Ghoul, 1990 ; Prescott, 2002).

Description du terme

Définition

Selon la tolérance
au sel.

Non-halophiles

Halophiles faibles

Halophiles modérés

Halophiles extrémes

Croissance optimale

A moins de 0,2 M NaCl.

Entre 0,2 et 0,5 M NaCl.

Entre 0,5 et 2,5 M NaCl.

Entre 2,5 et 5,2 M NaCl.

Halotolérants

Ce sont les non-halophiles qui peuvent tolérer le sel.

Psychrophiles

Croissance a 0°C et un optimum a 15°C ou moins.

Croissance positive entre 0 et 7°C.

Psychrotrophes Optimum de croissance entre 20 et 30°C.
Température maximale a environ 35°C.
Mésophiles Optimum de croissance entre 20 et 45°C.
Selon la
température de Croissance possible a 55°C ou plus.
croissance. Thermophiles
Optimum de croissance entre 55 et 65°C.
Hyperthermophiles Optimum de croissance entre 80 et 113°C.
Acidophiles Entre 0 et 5,5.
Neutrophiles Optimum de croissance @ | Entre 5,5 et 8.
un pH
Selon le pH. Alcalophiles Entre 8,5 et 11,5.




Chapitre | Synthése bibliographique.

4. Interaction PGPR-plante sous stress abiotique

Sous des conditions de stress abiotique, les PGPR synthétisent ou accumulent certaines
molécules dites «solutés compatibles», car compatibles avec le fonctionnement
physiologique de la cellule entiere ; ces molécules permettent a la cellule de s’adapter aux
conditions séveres de stress salin, thermique, nutritionnel, oxydatif etc. (Caldas et al., 1999 ;
Oren, 2003). De méme, le stress abiotique active chez les PGPR la synthese de biomolécules
actives jouant un réle dans le captage des nutriments et 1’adaptation de ces microorganismes et

des plantes co-environnantes aux conditions inhabituelles.

Certains PGPR produisent des sidérophores, composés de faibles poids moléculaire,
généralement inférieurs a 1 kDa contenant des groupements fonctionnels capables de capter le
fer en le rendant assimilable par les plantes. D’un autre c6té, environ 30 & 50% du phosphate
dans le sol se présente souvent sous une forme organique non souhaitable par la plante.
Cependant, certains PGPR jouent un réle important dans la solubilisation de ce phosphate et

généralement dans 1’établissement d’un équilibre nutritionnel dans le sol (Ahmad et al., 2008).

Dans les conditions de stress abiotiques, les PGPR provoquent chez les plantes des
modifications a plusieurs niveaux (physiques, moléculaires etc.), ceci s’effectue le plus
souvent par la synthese d’enzymes permettant d’induire la croissance des plantes. Parmi elles,
la 1-aminocyclopropane-1-carboxylate (AAC) désaminase joue un réle important dans la
régulation du niveau de 1’éthyléne produit par les plantes en réduisant sa synthese sous des
conditions inconvenables ; 1’éthyléne est une phytohormone de croissance dont la synthese est
accélérée sous conditions de stress abiotiques, empéchant ainsi le développement des plantes
et leur rendement final (Saleem et al., 2007 ; Singh et Singh, 2013).

Plusieurs bactéries, considérées comme PGPR, produisent des auxines comme une partie
de leurs métabolismes. A titre d’exemple, I’auxine acide indole 3-acétique (AlA) joue un role
trés important dans la régulation de la croissance des plantes ; il affecte principalement les
racines de ces derniéres, leurs dimensions, le nombre des ramifications racinaires, et ainsi, la
surface racinaire en contact avec le sol (Jha et Saraf, 2012). Les cytokinines, les gibbérellines,
I’acide abscicique et I’éthyléne constituent, également, d’autres groupes de phytohormones
bactériennes impliquées dans la promotion de la croissance des plantes (Morrone et al., 20009;
Reddy, 2014; Endo et al., 2014).
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IVV. Stress salin et solutés compatibles
1. Lasalinisation des sols

L’accumulation des sels a des niveaux nuisibles aux surfaces des sols et dans les régions
racinaires des plantes, souvent sous forme d’un mélange de cations (Na*, K*, Mg?*, Ca?") et
d’anions (CI, SO4%, CO3%, HCO?%), est définie comme un processus de salinisation
(Ghassemi et al., 1995). Ces quantités élevées de sels conduisent donc a un stress hydrique.
Un sol est considéré comme salin si sa conductivité électrique dépasse 4 dSm™avec un taux de

sodium échangeable supérieur a 15% (Shrivastava et Kumar, 2015).

La salinité affecte environ 6% de la surface terrestre dans le monde entier et environ
20% des zones irriguées, signalant un danger majeur en agriculture. Ce probléme ne s’arréte
pas uniquement a 1’altération de la croissance et du rendement des plantes mais aussi a un
désequilibre dans la croissance des microorganismes dans les régions rhizosphériques,
affectant ainsi les associations symbiotiques entre les plantes et les microorganismes et
augmentant dans certains cas la virulence des germes phytopathogénes présents dans la
rhizosphére (Dikilitas et Karakas, 2012). La salinité affecte aussi la disponibilité des
nutriments pour les cultures, le phosphate par exemple a tendance a se précipiter avec le
calcium dans les sols salins, ce qui rend difficile son captage par les plantes (Singh et Singh,
2013).

2. Solutions possibles pour une meilleure agriculture

Les maladies des plantes dues aux pathogenes ainsi qu’aux facteurs abiotiques sont
interconnectés dans les sols salins. Leurs impacts combinés sont trés complexes et difficiles a
étudier. A nos jours, quatre principales stratégies sont utilisées pour aboutir a des rendements
meilleurs sous contrainte de salinité élevée ; (1) la culture de nouvelles variétés connues pour
leur tolérance au stress ; (2) la recherche et la sélection de germplasm existants des cultures
potentielles ; (3) la production des cultures genétiqguement modifiees ; (4) 1’utilisation exogéne

de solutés compatibles connus pour leur role osmoprotecteur (Ashraf et al., 2012).

Les étres vivants ont développé des mécanismes trés complexes pour faire face aux
contraintes environnementales tels que le stress osmotique ou ionique dus a la sécheresse ou a
la salinité. Ces mécanismes d’adaptation peuvent étre classés en deux grandes catégories ; la

premiére categorie fait recours a des modifications physiologiques et morphologiques de
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I’organisme, alors que la deuxiéme est biochimique, elle est relativement simple et basée sur la

production et/ou I’accumulation des solutés compatibles (Bohnert et al., 1999).

3. Définition d’un soluté compatible

Les solutés compatibles sont des composés organiques de faible poids moléculaire qui
conferent aux organismes la capacité de survivre dans des environnements caractérisés par une
concentration extracellulaire en solutés dépassant celle du cytoplasme cellulaire (Prescott,
2002). Le terme « soluté compatible » a été utilisé pour la premiére fois en 1972 par Brown et
Simpson, faisant référence a des molécules qui n’inhibent pas les métabolismes cellulaires ni
le fonctionnement des enzymes et des protéines de 1’organisme ; elles sont donc compatibles

avec le fonctionnement de la cellule (Oren, 2003).

4. Solutés compatibles et stress abiotique

Les organismes accumulent et/ou synthétisent les solutés compatibles comme un résultat
d’adaptation aux conditions de stress abiotique. La présence de ce type de molécules permet a
une grande variété de vivants de résister aux conditions extrémes telles que les variations de
température et la salinité élevée (Smiatek et al., 2012). Ainsi, plusieurs études ont montré que
de nombreux organismes hyperthermophiles accumulent des solutés compatibles dans leurs
cytoplasmes pour faire face aux températures plus élevées que celles qu’ils peuvent tolérer
(Silva et al., 1999). D’autres travaux parlent du réle joué par ces composés organiques dans la
régulation de la déshydratation et de la quantité d’eau dans le cytoplasme, ainsi que, la
conservation de la structure membranaire et I’activité enzymatique dans le cas de stress di au
froid (Yadav, 2010). En dehors de 1’ajustement osmotique, ces composés fonctionnent comme
piégeurs des « ROS » de I’anglais, Reactive oxygen species, ayants des activités de type
chaperons et aident a la détoxification métabolique. Plusieurs solutés compatibles jouent un
role essentiel dans la stabilisation des protéines et des membranes pendant les dommages

oxydatifs induits par les « ROS » (Saxena et al., 2013).

5. Les différents types de solutés compatibles

Les solutés compatibles peuvent étre des sucres (saccharose, tréhalose), des dérivés de
sucres (sulfotréhalose, glucosylglycérol), certains acides aminés et dérivés (proline, acide
glutamique, glutamine, acide ,-aminobutyrique, glycine bétaine), éctoine et dérivés et des

polyalcools (glycérol, arabitol, mannitol) (Karima, 2007).
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Les solutés compatibles sont soit synthétisés par 1’organisme lui-méme ou bien importés

a partir du milieu extérieur. Il faut distinguer 2 classes de solutés compatibles :

- Les ¢léments de la premicre classe n’ont aucun effet de stimulation de la croissance des
cellules en milieu a forte osmolarité.
- Les autres, par contre, ont un effet remarquable de stimulation des taux de croissance

lorsqu'ils sont ajoutés au milieu. Ce sont des « osmoprotecteurs » (Ghoul, 1990).

Le tableau ci-aprés représente les principaux groupes de solutés compatibles selon leurs

structures chimiques (tableau 3).

Tableau 3 : les grands groupes de solutés compatibles (Bartlett et Roberts, 2004).

Solutés compatibles  Description Exemples

Sucres et les polyols sont couramment .
Glycérine, saccharose,

utilisés pour I'équilibre osmotique de )
tréhalose, glucose,

Sucres et polyols divers organismes, y compris les ,
POty 9 y P glucosylglycérol,
procaryotes, les levures, les algues, les

plantes, et les cellules de mammiferes.

Glycine, proline,

Les acides aminés libres et leurs dérivés )
hydroxyproline,

) . sont également utilisés pour I'équilibre .
Les acides a-aminés ectoine,

_ osmotique chez une large gamme .
et leurs dérives hydroxyectoine,

d’organismes. Il existe souvent des
glutamate ... etc.

systemes a haute affinité d’absorption

Les acides B-aminés  pour internaliser ces solutés. B-glutamate,
et leurs dérives B-glutamine,

) ) La glycine bétaine est largement répandue  Glycine bétaine,
Les methylamines et

dans la nature et s'accumule dans des Choline,
leurs analogues

especes éloignées comme les archaea, les  DMSP.

entérobactéries, les plantes et les humains.
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6. Meécanismes d’osmoprotection
6.1. Rdle primaire du potassium (K™)

La pression de turgescence consiste a maintenir une osmolarité cytoplasmique
supérieure a celle de I’environnement. Cette différence positive d’osmolarité entre les deux
cotés de la membrane est nécessaire pour la croissance et la division cellulaire (Ghoul, 1990).
En cas de pression osmotique externe élevee, les procaryotes répondent en accumulant
certains solutés, diminuant ainsi, I’activit¢ de I’eau dans leurs cytoplasmes, mais retenant en
méme temps le volume cellulaire et la pression de turgescence en état normal. L’accumulation
du potassium (K*) constitue la premiére ligne de défense en cas de stress osmotique (Bartlett et
Roberts, 2004).

L’absorption du potassium est généralement suivie par une synthése immédiate de
glutamate ; il y a donc une forte augmentation de la concentration du potassium dans le
cytoplasme, suivie d’une éventuelle accumulation de glutamate. Par la suite, la concentration
de ces deux ¢éléments diminue puis se stabilise a un taux qui dépend de 1’osmolarité du milieu

(Strom, 1998).

6.2. Osmoprotecteurs

6.1.1. Le tréhalose

Le tréhalose est un disaccharide formé par une liaison a,0-1,1 entre deux molécules de
glucose. Cette molécule est retrouvée chez plusieurs organismes tels que les bactéries, les
champignons et les insectes. Le role du tréhalose dans ces organismes varie de la protection
des membranes a la stabilisation des protéines et des enzymes cellulaires sous stress abiotique

dd au froid, a la dessiccation ou a la chaleur (figure 2) (Streeter et Gomez, 2006).

CH,OH HOH,C
© N © OH
OH o OH
OH L~
OH o

Figure 2 : Structure du tréhalose (Streeter et Gomez, 2006).
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La synthese du tréhalose peut se faire par 5 voies différentes, selon 1’organisme qui le
produit. Les différentes réactions ainsi que les enzymes impliquées sont résumées dans le

tableau 4.

Tableau 4 : les voies de synthese du tréhalose et les enzymes impliquées (Lopez-Gomez et
Lluch, 2012).

Enzymes Synthése

TPS UP-glucose + glucose-6-P — UDP + tréhalose-6-P

TPP UDP + tréhalose-6-P ——  UDP + P; + tréhalose

TreY [Glu-a(1-4)]n glu-a(1-4)]glu  — [glu-a(1-4)]n glu-a(1-1)]glu
Trez [Glu-a(1-4)]n glu-a(1-1)]glu — [glu-a(1-4)]n + tréhalose
TreS Glucose-a(1-4)glucose (maltose) —» tréhalose

TreP Glucose-1-P + glucose — tréhalose + P;

TreT ADP-glucose + glucose — tréhalose + ADP

6.1.2. Laproline

La proline, imino-acide, est 1'un des solutés compatibles les plus communs qui
constituent un élément essentiel dans les métabolismes cellulaires et jouent un réle important
dans I’ajustement osmotique de la cellule. En plus des plantes, 1’accumulation de la proline a
été observée chez les bactéries, les protozoaires, les algues et les invertébrés marins (Saxena et
al., 2013).

Les études des métabolismes des plantes ont montré qu’une grande partie de la proline
accumulée dans ces derniers en réponse au stress est synthetisée a partir du glutamate. La
proline peut également étre synthétisée a partir de I’Ornithine. Pour la voie de glutamate, ce
dernier est converti en glutamique y-semialdehyde et L-Al-pyrroline-5-carboxylate par
I’action de 1’enzyme L-Al-pyrroline-5-carboxylate synthétase [1]. Par la suite, la L-Al-
pyrroline-5-carboxylate est transformé en proline sous 1’action de I’enzyme L-A1-pyrroline-5-

carboxylate réductase [2] (Hare et Cress, 1997).
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Chez les bactéries, le métabolisme de la proline a été largement étudié. Chez
Escherichia coli, sa synthese est assurée par trois enzymes codées par les trois génes pro B,
pro A, pro C. Premiérement, le glutamate est transformé en glutamyl y-phosphate sous 1’action
de I’enzyme y-glutamyl kinase codée par le géne pro B. par la suite, ’enzyme glutamate y-
semialdehyde déshydrogénase, codé par le géne pro A, transforme le glutamyl y-phosphate en
glutamate y-semialdehyde transformé spontanément & son tour en L-Al-pyrroline-5-
carboxylate. La derniere étape est commune avec les plantes, ou le L-Al-pyrroline-5-
carboxylate est transformé sous 1’action de I’enzyme L-A1-pyrroline-5-carboxylate réductase,

codée par le gene pro C, en proline (Sokhansanj et al., 2006).

Glutamate — glutamyl y-phosphate + ADP.
[1] Glutamyl y-phosphate —— glutamic y-semialdehyde.

Glutamique y-semialdehyde =—= L-Al-pyrroline-5-carboxylate (spontanee)

[2] ...... L-Al-pyrroline-5-carboxylate — L-proline.

6.1.3. Les ammoniums quaternaires (la glycine bétaine)

Les composés ammoniums quaternaires naturels constituent une classe de métabolites
avec plus de cent molécules rapportés, y compris des représentants bien connus comme la
choline et la glycine bétaine. Ces composés sont largement distribués dans la nature et
synthetisés par une grande variété d’organismes. Avec le temps, il est devenu évident que

certains de ces composés s’opposent aux stress exogenes (Anthoni et al., 1991).

La glycine bétaine est I’un des osmolytes les plus couramment accumulés dans la nature,
ainsi que la molécule osmoprotectrice la plus performante et stimulatrice de la croissance des
bactéries sous conditions de stress (Le Marrec, 2011). Au niveau cellulaire, la glycine bétaine
posséderait plusieurs fonctions : stabilisation de la structure quaternaire des enzymes et des
protéines, maintenance de la stabilit¢ membranaire et rétention de I’eau intracellulaire sous

conditions de stress salin, de froid ou de température élevée (Saxena et al., 2013).

La voie de synthese la plus connue de la glycine bétaine inclus deux étapes d’oxydation
de la choline avec la bétaine aldéhyde comme un intermédiaire. Chez les plantes, la premiére

réaction d’oxydation de la choline est catalysée par la choline monooxygénase (CMO). La
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deuxiéme étape est assurée par 1’enzyme bétaine aldéhyde déshydrogénase (BADH), qui est
composée de deux sous-unités identiques de 54 kD. Les deux enzymes précédemment citées

sont localisé au niveau des stromas des chloroplastes (McNeil et al., 1999).

Chez les bactéries, et méme les animaux, la premicere réaction d’oxydation est catalysée
par I’enzyme choline déshydrogénase (CDH). Cependant, chez certaines bactéries, I’enzyme
impliquée dans la transformation de la choline en bétaine aldéhyde est la choline oxydase
(COD). La deuxieme étape d’oxydation aboutissant a la glycine bétaine est assurée par
I’enzyme (BADH). De méme, les deux enzymes (CDH et COD) peuvent aussi catalyser cette
deuxiéme réaction d’oxydation (figure 3) (Takabe et al., 2006).

(fH; (ng (fH;
CH;- ITI‘— CH,- CH,0H — (H;- III‘— CH,-CHO — CH;- 1\|I‘— CH,-COO
CH; CHy CH;

Choline bétaine aldéhyde glycine bétaine

Figure 3 : synthése de la glycine bétaine a partir de la choline (Takabe et al., 2006).

6.1.4. Les sulfoniums tertiaires (Diméthylsulfoniopropionate)

Le compose sulfonium tertiaire Diméthylsulfoniopropionate (DMSP) est commun chez
les algues marines et plusieurs familles des plantes supérieures (Asteraceae, Poaceae etc.)
(Kirst, 1996 ; Rathinasabapathi, 2000). La remarquable similitude de structure entre la glycine
bétaine et le DMSP a poussé les chercheurs a déterminer si cet analogue soufré peut se
substituer a la glycine bétaine en tant qu’osmoprotecteur chez les bactéries. Leurs travaux ont
permis de révéler sa grande efficacité dans 1’amélioration des cultures bactériennes sous

conditions de stress (Le Rudulier et al., 1996).

La meéthionine est le précurseur du DMSP chez les plantes ainsi que chez les algues
marines. Cependant, les étapes de sa synthese et les enzymes impliquées varient entre les deux
(figure 4) (McNeil, 1999).
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Figure 4 : synthése de DMSP chez les algues marines et les plantes (McNeil, 1999).

V. Le figuier de barbarie (Opuntia ficus-indica)

Les changements climatiques qui touchent, de plus en plus, plusieurs régions du monde

s’expriment principalement par une augmentation d
dégradant les terrains agricoles. Ces changements ob

travaux vers 1’amélioration du rendement des cultures

es températures et une sécheresse
ligent les chercheurs a cibler leurs

dans les conditions extrémes. Vu sa

résistance remarquable aux différents stress, le figuier de barbarie a toujours attiré 1’attention

des scientifiques pour une éventuelle valorisation visant 1’utilisation de cette plante en

agriculture gréce a ses caractéristiques particulieres de croissance et sa richesse en éléments

nutritifs.

23
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1. Le figuier de barbarie dans le monde végétal

Opuntia ficus-indica appartient & la famille des cactacées caractérisée par la présence
des épines au niveau des nceuds et a la sous-famille des opuntiodées caractérisée par la
présence de glochides (Arba, 2009). Cette famille est représentée par des plantes vasculaires a
fleurs (phanérogames) et a graines dicotylédones renfermées dans des fruits (angiospermes)
(figure 05).

Reégne vegetal

T

Plantes vasculaires Plantes non vasculaires

./\ m

Cryptogames Phanérogames Thallophytes Bryophytes

.

Gymnospermes Angiospermes

O

Monocotylédones Dicotylédones

l

Opuntia ficus indica

Figure 05 : position du figuier de barbarie dans le monde végétal (Habibi, 2004).

Les cactacées sont des plantes dialypétales caliciflores de 1’ordre des caryophyllacées,
elles ont développé des aptitudes a se contenter de peu d’eau, ce qui leur permet de survivre
pendant de longues périodes de sécheresses. Ces plantes sont capables d’emmagasiner 1’eau
dans leurs tissus. Ce sont donc des xerophytes succulentes. Le genre le plus abondant de
cette famille est le genre Opuntia, il est représenté par environ 300 especes dont la plus connus
est Opuntia ficus-indica (figuier de barbarie) qui appartient, a son tour, au sous-genre
Platyopuntia (Habibi, 2004).
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2. Origine et répartition géographique

Toutes les cactacées sont originaires des plateaux du centre et du nord Mexicains
caractérisees par un climat sec et chaud (Griffith, 2004 ; Abid et al., 2009). La grande
adaptation du figuier de barbarie dans le bassin méditerranéen améne beaucoup de gens a le
considérer comme une espece autochtone, il s’est également adapté a d’autre pays comme
I’ Afrique de sud, le sud-ouest des Etats-Unis d’ Amérique, plusieurs pays de I’Amérique latine
ainsi que d’autres aires géographiques (PNTTA, 2000). Cette plante succulente s’est
naturalisée un peu partout et prolifére aujourd’hui sur les terrains arides, secs et pierreux des

cing continents (Schweizer, 1999 ; El-Guizani et al., 2012).

3. Généralités sur Opuntia ficus-indica

Il existait, a travers I’histoire et selon les régions, plusieurs dénominations de cette
plante. Nopal, le nom mexicain de la plante, vient du mot « Nochtli » en Nahuatl, langue
classique des Azteques. « Opuntia », son appellation savante, vient du latin « Opuntius »,
d'Oponte. En Espagne, outre Nopal, Nopallito, on I’appelle familierement Nopalctio, Tuna,
Ensada, Higos de Pala. Dans les pays francophones du bassin méditerranéen ou elle est tres
populaire, I’Opuntia est surnommé cardasse, chardon d’Afrique, cactus a raquette, Figuier de
barbarie, figuier d’inde. En Angleterre, prickly pear. Au Maghreb et en Algérie, El hindi ou

Karmous en N’sarra (Schweizer, 1999).

Le figuier de barbarie présente un cycle photosynthétique appelé CAM « craculacean
acid metabolism » ou métabolisme acide des crassulacées (Arba, 2009). Ce type métabolique
est utilisé par les plantes succulentes pour faire face aux contraintes environnementales telles
que la sécheresse et la température élevée. Les plantes CAM sont caractérisées par leur
capacité a fixer le CO2 durant la nuit grace a I’enzyme phosphoénolpyruvate carboxylase
(PEPC). Ce type de plantes possede aussi la capacité de fermer ses stomates pendant le jour
afin de minimiser les échanges avec I’extérieur et la déshydratation, du fait que le CO:

nécessaire pour la photosynthése est déja accumulé pendant la nuit (Brulfert et al., 1996).

Opuntia ficus-indica est un arbuste de 3 a 5 m d’hauteur, avec un tronc court et robuste,
de 30 a 45 cm de diamétre. La tige est formée d’articles ovales, charnus et aplaties
communément appelés des raquettes (25 a 60 cm de longueur/20 a 40 cm de largeur) avec une

surface parsemée d’alvéoles et protégée par des poiles regroupés en touffes et armés de
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redoutables épines (Lim, 2012). Dans les articles en formation, et & partir des alvéoles,

naissent des feuilles fragiles, éphémeéres et caduques.

Au-dessus des raquettes apparaissent les fleurs ; de belles et grandes corolles latérales
jaunes, oranges ou rouges, aux nombreux pétales soudés a leur base et s’ouvrant gaiement a
leur extrémité. Les fleurs, de 6 a 7 cm de longueur, et de 5 & 7 cm de diametre, donnent
naissance au fruit, une grosse baie ovoide et charnue, elle aussi ornée de piquants. Ce fruit est
comestible, et contient des graines de 5 mm de diamétre, dures, indigestes, mais riches en

vitamines (Schweizer, 1999) (figure 06).

fleur
fruit (rotacée)
(tuna ou figue) ¢

4 feuilles
1 «— (éphémares)

épines
(sétules)

raquette
(article)

Figure 06 : détailles de /' Opuntia ficus-indica Miller (Schweizer, 1999).
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4. Ecologie du figuier de barbarie et adaptations aux conditions extrémes
Le figuier de barbarie peut s’adapter a une large gamme de conditions climatiques. De
tropical a subtropical, d’aride a semi-aride de 0 a 2600 m d’altitude. Ces plantes sont

extrémement tolérantes a la sécheresse et aux températures élevées (Lim, 2012).

4.1. Ecologie du figuier de barbarie

Opuntia ficus-indica peut se développer sur les cotes, les plateaux arides, les canyons,
les sites perturbés, les pentes rocheuses et les berges ... etc. Cette espece préfére une
température moyenne annuelle de 18 a 26°C, mais elle peut survivre pendant de bréeves
périodes de gel a une température allant de -2 a -3°C (Lim, 2012). Cependant, certaines
variétés peuvent tolérer des températures allant jusqu’a -10°C (Loudyi, 1995). La précipitation
annuelle optimale pour cette plante varie de 150 a 500 mm (Lim, 2012).

Le figuier de barbarie s’adapte bien aux sols pauvres, mais se développe mieux sur les
sols sableux profonds ou légérement acides, et les sols qui se drainent facilement. La plante est
sensible aux sols asphyxiants, 1’humidité prolongée est donc nuisible et peut conduire a la
mort de la plante. Si le climat est trés sec, les sols argileux sont tolérés. Dans les zones
humides, un pH proche de la neutralité est préférable, tandis que dans les régions séches des
pH plus acides peuvent étre tolérés. Cependant une forte acidité peut inhiber la plante. Opuntia
ficus-indica pousse en plein de soleil et ne nécessite aucun abri contre le vent. Le pH peut,
donc, étre un facteur limitant mais, cette espéce est rencontrée méme sur des sols calcaires
(Habibi, 2004).

4.2. Adaptation aux conditions extrémes

L'introduction de plantes tolérantes a la salinité est lI'une des techniques utilisée pour la
valorisation des sols marginaux. Face a ce probléme, I'espéce Opuntia ficus-indica est une
espece Vvégétale pérenne qui présente une capacité de s'adapter a diverses conditions
climatiques. Elle participe a la stabilisation du sol et la lutte efficace contre l'avancée du désert
(Shedbalkar et al., 2010).

Khales et Baaziz ont étudie, en 2006, la résistance de 5 écotypes d’Opuntia ficus-indica
a la salinite, ceux-ci aprés la mise en culture des boutures de raquettes des 5 écotypes en

présence de concentrations croissante de NaCl (de 0 a 400 mM). Le suivie de la croissance des
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plantules, aprés 15 et 60 jours de la culture, a montré que leur croissance n’a pas était
significativement atteint par les différentes concentrations de sel, la plupart ont plutdt été

stimulé par I’augmentation de la concentration du sel dans le milieu (Khales et Baaziz, 2006).

Le figuier de barbarie est caractérisé par une forte tolérance aux températures élevées et
a la sécheresse. Cette tolérance est le résultat d’un mode de vie et de caractéristiques
physiologiques particuliéres. La transformation des organes photosynthétiques (tiges, feuilles)
en raquettes couvertes d’une cuticule dure, et le cycle photosynthétique particulier des CAM,
proteégent la plante de 1’évapotranspiration. De point de vue physiologique, les stomates sont
fermés pendant le jour, et ne s’ouvrent que durant la nuit permettant 1’accumulation du CO>
nécessaire au processus photosynthétiques, évitant donc, les échanges pendant la période
chaude du jour (Arba, 2009).

Des tissus en eponges avec des cellules de grandes tailles (parenchyme aquifere)
permettent au figuier de barbarie de stocker une grande quantité d’eau quand il est disponible
pour l'utiliser au moment de son besoin. Aprés une pluie, la plante émis des racines
primordiales qui absorbent le maximum d’eau afin de le stocker. Par contre, et au moment de
la sécheresse, les racines primordiales vont disparaitre et les racines latérales vont émettre une

gaine qui les protége de la dessiccation (Shedbalkar et al., 2010).

Le cactus n’a aucune exigence vis-a-vis de la nature chimique du sol, il peut supporter

les sols gypseux et l1égeérement salins a condition qu’ils soient bien drainés (Loudyi, 1995).

5. Teneur en eau et composition en éléments biochimiques

Opuntia ficus-indica est 1’'une des plantes les plus économiques en matiére d’utilisation
et de stockage d’eau, ceux-ci est due a ses caractéristiqgues morphologiques et physiologiques
particuliéres, 1’eau existe en proportions qui varie de 91 a 94,5 % (Figueux, 1859 ; Hadj Sadok
et al., 2008).

Les cladodes de figuier de barbarie contiennent des teneurs elevées en minéeraux (19%
du poids frais) (Malainine et al., 2003) ; elles sont riches en calcium, magnésium, potassium et
Cuivre mais ont une faible teneur en phosphore (tableau 05) (Hadj Sadok et al., 2008). Pour la
composition en eléments chimique essentiels, Opuntia ficus indica est riche en graisses (7,2%

du poids frais). Les polysaccharides constituent la fraction la plus importante des cladodes
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(69,6% du poids frais). La lignine est présente en faible proportion (3,6%), alors que la
cellulose est présente a 21,6% du poids frais des cladodes (Malainine et al., 2003).

Hadj Sadok et ses coequipiers ont étudié, en 2008, la composition chimique des cladodes
d’Opuntia ficus-indica variété inerme, provenant de la région de Blida (Algérie), durant les 5

stades de sa vie, les résultats obtenus sont exprimes dans le tableau 05.

Les cladodes jeunes constituent une source importante de protéines riches en acides
aminés essentiels ainsi que des vitamines. Plusieurs études ont signalé des proportions élevées
en acides aminés dans les cladodes, spécialement la proline, 1’acide glutamique et ’acide
aspartique (tableau 05) (Hernandez-Urbiola et al., 2010). La proline est I’un des solutés
compatibles les plus accumulés par les plantes, y compris la famille Cactacées, qui vivent sous
des conditions de stress (Silva-Ortega et al., 2008). Autrement, I’addition de cet acide aminé
(proline) stimule considérablement la germination des cactacées par rapport a ceux qui sont

cultivées a son absence (Shedbalkar et al., 2010).

Tableau 05. Contenu des nopals du figuier de barbarie en acides aminés (g/100g de protéine),
selon les stades de maturité (Hernandez-Urbiola, 2010) :

Age (jours)

40 50 60 80 100 125
A. aspartique 0.51 0.56 0.66 0.62 0.66 0.62
A. glutamique 1.29 1.53 1.81 1.93 1.87 2.22
Sérine 0.32 0.47 0.42 0.46 0.56 0.65
Glycine 0.27 0.37 0.31 0.36 0.43 0.44
Histidine 0.13 0.19 0.11 0.16 0.16 0.17
Arginine 0.15 0.14 0.14 0.16 0.18 0.16
Thréonine 1.53 1.56 1.31 1.39 1.25 1.21
Alanine 0.49 0.48 0.42 0.53 0.45 0.41
Proline 0.42 0.54 0.64 0.46 0.31 0.34
Tyrosine 0.39 0.17 0.19 0.21 0.16 0.14
Valine 0.50 0.63 0.73 0.54 0.58 0.51
Meéthionine 0.19 0.12 0.15 0.19 0.12 0.13
Isoleucine 0.70 0.76 0.61 0.64 0.64 0.67
Leucine 0.85 0.64 0.75 0.61 0.81 0.91
Phénylalanine 1.69 1.93 1.39 1.36 1.21 1.61
Lysine 0.52 0.44 0.48 0.56 0.52 0.67

Tryptophane 0.15 0.19 0.17 0.14 0.15 0.17
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VI. Les macroalgues marines

Le terme « Algae » désigne les macroalgues, ajoutées a un groupe de microorganismes
hautement diversifiés appelées les micro-algues. A la différence des plantes, les algues
montrent de faibles niveaux de différenciation ; Elles ne forment pas d’embryons, toutes les
cellules de leurs structures reproductives sont potentiellement fertiles et les cellules stériles a
activités protectrices sont absentes. Le développement parenchymateux n’est présent que chez
quelques groupes d’algues. Aussi, les algues montrent les deux formes de reproduction,
sexuée et asexuée. Leurs tailles varient d’organismes unicellulaires de 0.2 a 2 um de diametre,

a des formes géantes pouvant aller jusqu’a 60 m de longueur (Barsanti et al., 2008).

1. Définition

Les macroalgues marines sont des organismes qui vivent généralement attachés aux
rochers ou a d’autres substrats durs dans les zones coticres. Elles appartiennent a trois groupes
différents, ces groupes ont été déterminés sur la base de la couleur du thalle (Rindi et al.,
2012):
- Les Chlorophytes (algues vertes).
- Les Rhodophytes (algues rouges).
- Les Ochrophytes (algues brunes).

Les différences entre ces trois groupes sont plus importantes que celles indiquées par
cette simple désignation ; les caractéristiques ultra-structurales et métaboliques, telles que les
pigments photosynthétiques, les composés de stockage, la structure fine des chloroplastes et la
composition de la paroi cellulaire, sont variables d’un groupe a I’autre et méme d’une espéce a

’autre dans le méme groupe (Rindi et al., 2012).

2. Lesgrands groupes de macroalgues marines

Selon leur pigmentation, les macro-algues sont divisées en trois groupes: les
chlorophycées (Algues vertes), les rhodophycées (Algues rouges) et les phéophycées (algues
brunes) (Mohamed et al., 2012).

2.1. Les Chlorophycées
Les chlorophycées jouent un role important dans 1’oxygénation des eaux. Elles sont de

formes trés variées, uni- ou pluricellulaires. Leurs plastes sont colorés en vert par les
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chlorophylles a et b, aux quelles sont associées des carotenes et des xanthophylles, comme les
plantes supérieures. La plupart des algues vertes vivent en eau douce ou en milieu marins,
mais certaines especes peuvent également se développer sur terre (Céline). Les genres les plus
répondus dans la nature sont représentés par Ulva (laitue de mer) et Enteromorpha (cheveux
de mer) (Mohamed et al., 2012).

2.2. Les Phéophycées

Les algues brunes constituent, phylogénétiquement, la division la plus ancienne dans le
monde des algues, et contient plus de 5000 especes. Elles sont principalement des organismes
marins pluricellulaires, et qui différent des autres groupes d’algues par la composition
polysaccharidique des parois de leurs cellules et de leurs matrices intracellulaires (Usov,
2011).

2.3. Les Rhodophyceées

Les rhodophycées doivent leur couleur a la présence de plastes roses dans lesquels un
pigment rouge, la phycoérythrine, est associé a plusieurs autres pigments comme les
chlorophylles. La plupart de ces algues rouges sont pluricellulaires et marines, mais il existe
quelques formes unicellulaires et quelques-unes vivent également en eau douce (Guillaume et
al., 2011).

3. Utilisation des macroalgues marines

En agriculture et en agro-alimentaire, Les algues sont utilisées comme mouilleurs dans
le sol et comme engrais pour la production alimentaire humaine ou animale. La capacité des
algues a absorber les métaux est utilisée en traitement biologique des sols contaminés (Reisser,
2010).

Pour les pays qui possédent d'importants littoraux, Les algues ont, déja, une valeur
commerciale reconnue dans pas mal de domaines (alimentation, cosmetique, textile, papeterie,
pharmacie et médecine). Elles constituent une source importante de polysaccharides (agars,
alginates...) utilisés comme agents émulsifiants, épaississants et stabilisateurs dans les
industries alimentaires. Leurs propriétés antibiotiques, antivirales et anti-inflammatoires leurs

conferent une valeur appréciée en pharmacie et en médecine (Tarik, 2011).
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4. Algues marines et solutés compatibles

Les composés bioactifs produits par les algues marines sont trés diversifiés et jouent un
réle important dans plusieurs activités biologiques telles que les processus de survie de ces
organismes dans des environnements extrémes. Dans le monde des algues, une grande variété
de solutés compatibles a été identifiée. Le nombre de ces composés est plus important que
celui détecté chez les cyanobactéries. Les molécules a activités osmoprotectrices produites par
les algues marines peuvent étre divisées en plusieurs classes; hétérosides (floridoside,
isofloridoside ...), alcools polyhydriques (glycérol, mannitol, sorbitol ...), sucres simples
(mannose), acides aminés (proline), des dérivés d’acides aminés (DMSP). Un grand nombre
de ces mémes solutés compatibles est communément rencontré chez les bactéries et méme
chez les plantes (Oren, 2007).
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Ce travail a été divisé en quatre parties, la premiére partie consistait a isoler et
sélectionner des bactéries de sol ayant la capacité de produire une large gamme de molécules
d’intérét agricole. La sélection a été réalisée selon une hiérarchie de critéres, visant a éliminer
a chaque fois les bactéries qui ne présentent pas le caractere recherché. A la fin de cette partie,

une identification moléculaire des isolats sélectionnés a été réalisée.

La deuxiéme partie de ce travail s’intéressait a 1’étude de ’halotolérance des souches
sélectionnées, ainsi que le réle de 1I’osmoprotecteur synthétique « Glycine bétaine » et des
extraits brut d’Opuntia ficus-indica, Ulva lactuca et Enteromorpha intestinalis sur la
restauration de leur croissance en présence de stress salin. L’étude de I’effet des isolats
sélectionnés et/ou des extraits précédemment cités sur la germination des graines de blé dur

faisait également un élément de cette partie.

La troisieme partie visait 1’étude de la germination et la croissance de la tomate
(Solanum lycopersicum) vivant sous stress salin et son contenu en acides aminés sous 1’effet
des isolats selectionnés et des extraits aqueux des deux macroalgues marines (Ulva lactuca,

Enteromorpha intestinalis) ainsi que des raquettes du figuier de barbarie.

L’¢tude de I’activité antifongique d’un nouvel isolat « RhiNA » vis-a-vis des quatre
champignons phytopathogenes Botrytis cinerea, Mucor sp., Aspergillus niger et A. flavus, ainsi
que le suivi de I’effet in vivo de cet isolat sur la propagation de la pourriture grise des pommes,
(Malus domestica) variété Golden Delicious, infectées par B. cinerea constituaient la quatrieme

partie de ce travail.
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Matériel et Méthodes.

Premiére partie : Isolement, sélection hiérarchique et identification des bactéries.

I.  Echantillonnage :

1. Echantillonnage du sol :

Les échantillons du sol ont été préleves de facon aseptique a partir de sept sites agricoles

exploités en culture du blé en Algérie (tableau 06). 500 g de sol de chaque site on été prélevés

en utilisant des carottiers métalliques stériles a une profondeur approximative allant de 10 a 30

cm. La surface du sol a été désinfecté et écarté avec de I'éthanol (70%) avant I'échantillonnage.

Il est important de mentionner que les sept sites sont situés a différentes distances de la

Méditerranée (de 500 m jusqu’a environ 150 km), a différentes altitudes et caractérisés par

différentes variations météorologiques (figure 10).

Tableau 06 : localisation géographique des échantillonnages de sol.

Echantillon Localisation Date

BEA Béjaia : 36°42°11.60”N, 5°5°14.47”E 21/01/2014
BEB Béjaia : 36°41°30.19”N, 4°55°46.13”E 02/01/2014
BEC Béjaia : 36°40°44.54”N, 4°53°35.55”E 29/01/2014
BOA Bouira : 36°7°41.29”N, 3°32°55.89”E 29/01/2014
MEA Médéa : 36°15°38.8”N, 3°23°29.25”E 31/01/2014
SEA Sétif : 36°12°3.81”N, 5°22°1.44”E 24/02/2014
SEB Sétif : 36°11°30.55”N, 5°22°16.79”E 24/02/2014

Figure 07 : Enteromorpha intestinalis.

Figure 08 : Ulva lactuca (originale).
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2. Echantillonnage des macroalgues et des raquettes d’Opuntia ficus-indica :

Les deux macroalgues marines (Chlorophytes) Enteromorpha intestinalis (figure 07) et
Ulva lactuca (figure 08) ainsi que les raquettes de la figue de Barbarie (Opuntia ficus-indica)
(figure 09) utilisés pour la préparation des milieux de culture ont été recoltés a
Boulimat (wilaya de Bejaia) (tableau 07) et transportés au laboratoire & 4 ° C pour la
préparation des extraits.

Figure 09 : Opuntia ficus-indica (originale).
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Figure 10 : localisation géographique des lieux d’échantillonnage (Google maps) : E3 Sol.
O Raquettes de I’Opuntia ficus-indica, Ulva lactuca et Enteromorpha intestinalis.
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Tableau 07 : Lieux d’échantillonnage des algues et des raquettes d’Opuntia ficus-indica.

Echantillon Localisation Date

Ulva lactuca Béjaia : 36°48'54.5"N 4°59'11.1"E 13/05/2014
Enteromorpha intestinalis Béjaia : 36°48'54.5"N 4°59'11.1"E 13/05/2014
Opuntia ficus-indica Béjaia : 36°48'05.5"N 5°00'15.7"E 15/05/2014

Il.  Propriétés physiques et chimiques des échantillons de sol :

1. PH:
L’acidité d’un sol est déterminée par sa teneur en ions H*. Les valeurs pH-eau (acidité
effective) et pH-KCI (acidité titrable ou de réserve) des échantillons de sol ont été déterminés

selon le protocole suivant :

Vingt-cing mL d’eau distillée (pour le pH-eau) ou d’une solution KCI 1N (pour le pH-
KCI) sont ajoutés a 10 g de I’échantillon de sol préalablement tamisé (< 2 mm) et séché a
40°C dans un Bécher. L’ensemble est agité pendant une minute a 1’aide d’une baguette en
verre puis laissé décanter pendant une heure. L’électrode d’un pH-métre (Hanna Instruments-

HI 2210) est plongée dans la solution pour la lecture des valeurs de pH (Rouiller et al., 1994).

2. Conductivité électrique :

La conductivité électrique d’un sol est considérée comme un indicateur de sa salinité ;
plus un sol est salé plus il est conductible. Pour la détermination de la conductivité électrique
de chaque échantillon, 10 g de sol sont ajoutés a 50 ml d’eau distillée. Le mélange est agité
pendant 30 minutes puis laisser décanter. La conductivité électrique (EC) est mesurée par un
conductimétre (Hanna Instruments-HI 98129) a partir du surnageant (Hardie et Doyle, 2012).

3. Contenu humide gravimétrique (humidité) :

Dans les analyses microbiologiques, ’humidité d’un sol est souvent reportée comme le
contenu humide gravimétrique « gravimetric moisture content: 6y » qui, comme son nom
I’indique, constitue le rapport entre la masse d’un sol humide et la masse unitaire de ce méme
sol a I’état sec. Pour ceux-Ci, une masse initialement connue de chaque échantillon a eté

séchée sous dans une étuve a une température entre 165 et 175°C et pesée a plusieurs reprises
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jusqu’a ce que son poids final se stabilise. La valeur du contenu humide gravimétrique est

donnée par la formule suivante : (Pepper et Gerba, 2004).

0g=(m-d)/d
Ou:
e 0y contenu humide gravimétrique,
em : la masse initiale d’un sol (a I’état humide),

ed : la masse de ce méme sol aprés séchage (a I’état sec).

4. Matiére organique totale :
1 g de I’échantillon est pes¢ dans un bécher 250 mL. 10 mL d’eau distillée et 10 ml de
30% d’H202 sont ajoutés a I’échantillon avant de couvrir le bécher avec du papier aluminium.
Si la réaction n'est pas trop vigoureuse, le bécher est placé sur un bain de vapeur et suivi
jusqu’a ce que la réaction s’arréte (plus de bulles qui se forment). La digestion se termine
habituellement dans une heure. Le contenu du bécher est manuellement mélangé
occasionnellement durant la réaction afin d'amener les particules les plus légéres de la matiére
organique en contact avec la solution. A la fin de la digestion, I’échantillon est séché a 105° C
puis pesée a plusieurs reprises jusqu’a ce que son poids se stabilise (Huang et al., 2009).
La proportion de la matieére organique présente dans 1’échantillon est déterminée par la
formule suivante :
MOT (%) = Psec/ Poriginal
Ou:
¢ MOT : Matiere Organique Totale
o Psc : la masse de I’échantillon avant traitement,

® Poriginal - 1a masse de I’échantillon aprés traitement et séchage.

I11. Isolement et purification des bactéries diazotrophes :

1. Procédure d’isolement :

La fixation d’azote est le processus biologique dans lequel 1’azote atmosphérique (N2)
est convertit en NHas. Cette caractéristique est utilisée pour préparer des milieux de culture
sélectifs pour les bactéries fixatrices libres de 1’azote atmosphérique. Le milieu de culture N-

free Jensen, dépourvu de toute source d’azote, a été utilisé¢ dans le cadre de ce travail pour



Chapitre 11 Matériel et Méthodes.

I’isolement des bactéries diazotrophes a partir des sept échantillons du sol (Thompson, 1989).
10 g de chaque échantillon de sol sont ajoutés a 90 ml d’eau distillée stérile et mélangés pour
constituer la premiére dilution 107, a partir de laquelle, des dilutions décimales jusqu’a 10~
ont été préparées. 300 pL de chaque dilution sont utilisés pour ensemencer 3 boites de pétrie

contenant le milieu (N-free Jensen). La procédure est réalisée en triplicata (figure 11).

Echantillon de sl Eau distillée stérile (30 mL). Premiére dilution de Y
; . ™
(10g). "échantillon {10%). -
2
5
T
o
v
T
=
E
=
Etalement 100 pL/boite
. .

E " 3 boites par dilution.

Milieu de Jensen. Dilutions successives Eau distillée stérile (9 mL)
jusqu’a {1077}, [dlilution [10°)].

Figure 11 : schéma illustratif de la procédure d’isolement (originale).

Les boites sont incubées a une température de 30°C durant une période allant jusqu’a
une semaine. Apres incubation et a partir de chaque échantillon de sol, dix colonies présentant

des aspects différents sont purifiées sur le méme milieu de culture.
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2. Composition du milieu N-free Jensen (Thompson, 1989) :
Le milieu Jensen contient (g) dans 1 L d’eau distillée :

- Mannitol (20) ;

- KzHPO4 7H20 (1) ;

- MgSO4 7H20 (0.5) ;

- NaCl (0.5);

- FeS0O47H20 (0.1) ;

- NaxMoO4 2H20 (0.005) ;
- Agar (17);

- pHajustéa7.1.

IV. Sélection hiérarchique des souches :

Les 70 souches purifiées au cours de la premiére étape de ce travail (10 souches a partir
de chaque échantillon du sol) ont fait I’objet d’une sélection basées sur leur capacité a
produire des métabolites d’intérét agricole. Cette sélection est principalement basée sur la

capacité inhérente a ces isolats de produire :

- Production d’enzymes d’intérét agricole (cellulase, chitinase, protéase, lipase, estérase).
- De I’acide 3-indole acétique.

- Des sidérophores.

- Solubilisation du phosphate tricalcique.

- L’utilisation de I’ACC comme seule source d’azote.

- Production d’HCN.

- Production d’ammoniac.

1. Production d’enzymes d’intérét agricole :

Certaines enzymes produites par les bactéries du sol (cellulase, la chitinase, protéase
etc.) jouent un réle important dans la dégradation de la matiére organique dans le sol en
participant a sa fertilité et a la disponibilité des éléments minéraux nécessaires pour la
nutrition des plantes. L expression d’éventuelles enzymes par les 70 isolats purifiés a constitué
la premiére étape de sélection. Tous les tests des activités enzymatiques ont été réalisés en

duplicata.
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1.1. Cellulase

Pour révéler I’expression d’enzymes a activité cellulasique, des disques d’agar de 5 mm
de diameétre contenant des cultures bactériennes jeunes sont déposés a I’intérieur de boites de
Pétri contenant le milieu de Carder (1986) ; composition en g/L : NazHPO4 (6) ; KH2PO4 (3) ;
NaCl (0,5) ; NH4CI (1) ; Extrait de levure (3) ; CMC (carboxyméthylcellulose) (7) ; Agar (15)
; 7.2 £ 0.02 pH. Les boites sont par la suite incubées pendant environ une semaine a 30°C,
(Carrim et al., 2006) (figure 12).

Aprés incubation, une solution de rouge Congo (1%) est ajoutée a la surface des
colonies. 20 minutes apres, la surface de la boite est inondée avec une solution de 1M de NaCl
puis laissée au repos pendant une nuit. L’apparition d’un halo clair autour des cylindres

indigue la dégradation de la CMC et traduit la présence d’une cellulase extracellulaire.

— ® ==

Disque d'agar de la
culture bactérienne
Jjeune.

—— ——

Culture jeune de la Milieu de culture
bactérie a tester. contenant le substrat de
I'enzyme recherchée.

Figure 12 : schéma récapitulative de la méthode des disques d’agar (original).

1.2. Chitinase

Pour la révélation de I’activité chitinasique des isolats, le milieu de culture décrit par
Kopecny et al. (1996) et contenant en g/l d’ecau distillée : La chitine colloidale (0.8 a 0.6) ;
K2HPO4 (2.7) ; KH2PO4 (0.3) ; MgS047H20 (0.7) ; NaCl (0.5) ; KCI (0.5) ; Extrait de levure
(0.13) ; Agar (15) ; 7.2 £ 0.02 pH.
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Le milieu est ensemencé par la méthode des cylindres d’agar, les boites sont incubées
une semaine a 30°C. La présence de la chitinase extracellulaire dans le milieu se manifeste par
I’apparition d’un halo claire autour des disques.

La chitine colloidale est préparée en suspendant 1g de chitine dans 9 ml de HCI
concentré. La solution est laissée sous agitation pendant 2 heures jusqu'a dissolution
(apparition d’une couleur brune). Par la suite, la solution est transférée dans une fiole de 250
ml en complétant le volume avec de I'eau distillée.

Aprés un temps de repos (une nuit), le culot est suspendu dans de I'eau distillée apres
écartement du surnageant. La procédure de lavage et de décantation est répétée trois fois avec
de I'eau de robinet et trois fois avec I'eau distillée. Enfin, le surnageant est éliminé et la chitine
décantée est filtrée a 1’aide d’un tamis métallique de 0,5 mm. L'effluent est stocké dans une

bouteille opaque a 4°C.

1.3. Amylase

La mise en évidence de la capacité des souches étudiées a dégrader ’amidon est réalisée
sur un milieu de culture a base d’amidon, préparé selon la méthode décrite par Vinoth et al.
(2009) ; composition en g/L : KNO3 (0.5) ; K2HPO4 (1.0) ; MgSO4 (0.2) ; CaCl2 (0.1) ;
FeCl3 (0.001) ; amidon soluble (10.0) ; agar (15.0) ; 7.2 + 0.02 pH.

Le test est réalisé selon la méthode des disques d’agar contenant des cultures jeunes des
isolats a tester et déposés a la surface du milieu préalablement coulé dans des boites de Pétri.
Les boites sont incubées durant une période allant de 48-72 h a 30°C.

A la fin de la période d’incubation, une solution de (lugol) est utilisée pour inonder le
milieu de culture a I’intérieur des boites. Aprés quelques minutes de contact, les boites sont
lavées a I’eau distillée.

La solution de lugol révéle la dégradation de I’amidon dans le milieu par I’apparition de
zones claires autour des disques d’agar, ce qui est traduit par la présence d’amylase
extracellulaires d’origine bactérienne dans le milieu. Les zones dont I’amidon n’est pas

dégrade apparaissent en bleu noiratre.

1.4. Protéase
La révélation de 1’activité protéasique des isolats est réalisée selon la méthode proposée

par Kavitha et al. (2013), en utilisant le milieu ayant la composition suivante dans 1L d’eau
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distillée : caséine pancréatique (5) ; Extrait de levures (2,5) ; Glucose (1), et Agar (15). Le
milieu est ajusté a pH 7 et autoclavé 20 minutes a 120°C. Parallélement, 100 ml d’une solution
de lait écrémé a 10% autoclavée (120°C/10 min) est préparée et ajoutée au milieu. Ce dernier
est ensuite ensemencé par la méthode des disques. Les bactéries ayant une activité protéasique

montrent un halo transparent autour des disques.

1.5. Estérase

Le milieu de culture utilisé est celui utilisé par Sierra (1957) (Carrim et al., 2006). Il
contient en g/l : peptone (10) ; NaCl (5.0) ; CaCl> 2H20 (0.1) ; Tween 80 (1%, v/v) et Agar
(18). Le pH est ajusté a 7,4. Le milieu est ensemencé et incubé a 30°C/48h. La présence d’une

activité estérasique est traduite par I’apparition d’un halo clair autour des colonies (Sierra,
1957).

1.6. Lipase
La recherche de I’activité lipolytique est réalisée de la méme manicre que I’activité
estérasique. Toutefois, le tween 80 est remplacé par le tween 20. Un résultat positif est

déterminé par la présence d’un halo clair autour des colonies (Sierra, 1957 ; Carrim et al.,
2006).

1.7. Uréase
Selon Christensen (1946), la révélation de 1’uréase bactérienne est réalisée par la
méthode des disques d’agar sur un milieu a pH de 6,8 préparé comme suit :
- Ajouter (en g) a 950 mL d’eau distillée :
e Peptone (1) ;
e Glucose (1);
e NaCl (5);
e NaHPO4(1.2);
e KH2P0O4(0.8);
e Rouge de phénol (0.012) ;
e Agar (15).
- Apreés autoclavage, ajouter 50 ml d'une solution stérile d'urée (40%) et versez le milieu
dans des boites de Pétri.

- Les isolats ayant produit de 1’uréase montrent un halo rose autour de leurs colonies.
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2. Production de I’acide 3-indole acétique (AlA) :

L’AIA est quantifié en utilisant le milieu Luria Bertani (LB) ; Composition en g/L d’eau
distillée : Extrait de levure (10); Tryptone (5); NaCl (5). Le milieu est additionné, apres
autoclavage, de 1 g de tryptophane, préalablement filtré a travers une membrane millipore
(0.22 pm), est ajouté au milieu. Le milieu est ensemencé par 100 pL de la culture jeune a
tester et incubé a 30°C pendant 24h (figure 13).

Aprés incubation, 1,5 ml de la culture sont transférés dans des microtubes et centrifugés
a température ambiante (9500 x g) pendant 2 min. 1 ml du surnageant a été transféré dans des
tubes ensemble avec 1 mL du réactif de Salkowski (1 ml de 0,5 mol/L FeCls et 49 ml de
HCIO4 a 35%). Une demi-heure plus tard, I'absorbance a 350 nm est mesurée. Les valeurs
d’AIA produite par chaque souche sont calculées par extrapolation sur une courbe standard
préparée avec de I'AlA (Sigma-Aldrich ®) (Bric et al. 1991).

Le développement d'une couleur rose aprés 1’addition du réactif de Salkowski indique la
production d'auxine par l'isolat. Quatorze isolats révelés comme producteurs de cette auxine,

ils ont été élus et testés pour leur capacité a produire des sidérophores.

/)

=
Incubation
30°C/24h. >
E 3
c
4
LB + Tryptophane. noculum jeune (100 pl/puit) 3
&
-
=S
Centrifugation ? -
(9500 x g) pendant < [,
§ o 2 min R ~ 4 3
Ry Incubation 3 R g E
l'obscurité 30 min. \
i + ) — —
1 mL du surnageant + 1 mL du réactif de Salkowski e

l Mesure de I'absorbance a 350 nm ]

Figure 13 : Test de production de I’acide 3-indole acétique sur milieu liquide (originale).
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3. Production de sidérophores :

La capacité des 14 souches sélectionnées de produire des sidérophores a été testée en
utilisant la méthode des disques d’agar sur le milieu gélosé a base de Chrome azurol S (CAS).
Le milieu est préparé selon le protocole initialement propose par Schwyn et Neilands (1987) et
modifié par Alexander et Zuberer (1991). Il est composé de quatre solutions qui doivent étre

préparées séparément avant d’étre mélangées.

e Lasolution indicatrice de Fe-CAS (1) :

Elle est préparée en mélangeant 10 ml de 1 mM FeCls-6H.0 (préparée dans une solution
de 10 mM HC1) avec 50 ml d'une solution de CAS (1,21 mg mL™). La mixture est ajoutée
lentement a 40 mL d'une solution aqueuse dHDTMA (1,82 mg mL™).

e Lasolution tampon (2) :

Elle est préparée en dissolvant 30,24 g de PIPES dans 750 ml d'une solution de sels
composée de : de KH2PO4 (0.3 g) ; de NaCl (0.5 g) ; de NH4C1 (1.0 g) ; d'agar (15 g). LepH a
été ajusté continuellement a 6,8 avec du KOH 50%. Le volume de la solution est complété a

800 mL avec de ’eau distillée.

e La Solution nutritive (3) :

La solution nutritive est constituée de : glucose (2 g); mannitol (2 g); MgSOs-
7H20 (493 mg) ; de CaCl, (11 mg) ; MnSO4-H20 (1,17 mg) ; HsBOs (1,4 mg) ; CuSO4-5 H20
(0,04 mg) ; ZnSOs-7H20 (1,2 mg) ; Na2Mo004-2H20 (1,0 mg). L’ensemble est mélangé dans
70 mL d’eau distillée.

Les trois solutions obtenues ont été autoclavée séparément, puis laissées se tiedir jusqu’a

50°C.

e Lasolution (4):

Elle contient 10% (p/v) de casamino-acide et stérilisée par filtration.

30 mL de la solution (4) sont mélangés avec les solutions (3) et (2). La solution
indicatrice est ajoutée en dernier avec une agitation suffisante pour mélanger les ingrédients

sans former de bulles.
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Le milieu est coulé dans des boites de pétries pour étre utilisé dans la révélation de la
production des sidérophores par la méthode des disques d’agar. Une bactérie productrice de
sidérophores forme un halo orange autour du disque d’agar. Sur la base de ce test, huit isolats
considérés comme producteurs de sidérophores ont été sélectionnés pour des études ultérieures
(figure 14).

Incubation - .
—_— autour du disque d'agar
Culture jeune de |3 Dizque d'zgarde la
bactérie & tester. culture jeune dépoze
sur le milieu & base de
CA-3

Résultat - - aucun virage du
couleur autour du disgque

Figure 14 : test de production de sidérophores (originale).

4. Solubilisation du phosphate tricalcique :

Les huit souches sélectionnées sont testés pour leur capacité a solubiliser le phosphate de
roche inorganique [Cas(PO4)2]. La méthode des disques d’agar est utilisée sur le milieu de
Pikovskaya (PKV) contenant par litre d’eau distillée : de glucose (10 g) ; Caz (PO4)2 (5 g) ;
(NH4) 2S04 (0,5 9) ; (0,2 g) de NaCl ; MgS0O4.7H20 (0,1 g) ; KCI (0,2 g) ; extrait de levure
(0,5 @) ; MnSO4.H20 (0,002 g) ; FeS04.7H20 (0,002 g) ; agar (15 g). La capacité d'un isolat &
solubiliser le phosphate inorganique est indiquée par ’apparition un halo clair autour du
disque agar (Sagervanshi et al. 2012).

Le test de la solubilisation de phosphate a permis de sélectionner 4 souches ayant la
capacité de solubiliser le phosphate tricalcique. Les quatre souches sont par la suite testées
afin de révéler leur capacité, ou non, a utiliser I’ACC comme seuls source d’azote, a produire

de I’HCN ou de ’ammoniac (NHz3).
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5. L'utilisation de I'ACC comme seule source d’azote :

Les quatre bactéries sélectionnées sont cultivées sur un milieu riche contenant (par
litre) : Tryptone (5 g) ; 2.5 extrait de levure (2.5 g) ; glucose (2 g), puis incubées sous agitation
(100 rpm) (48 h a 30° C). La biomasse obtenue est lavée trois fois avec une solution stérile de
0,1 M MgSO4 et remise en suspension dans la méme solution. Dans une plaque a 96 puits,
120 pL du DF milieu, contenant (par litre) : KH2PO4 (4.0 g) ; Na2HPO4 (6.0 g) ; MgSO4-7H20
(0.2 g) ; glucose (2.0 g) ; acide gluconique (2.0 g) ; acide citrique (2.0 g) ; FeSO4-7H20 (1.0
mg) ; HsBOs (10 mg) ; MnSOs-H20 (11.19 mg) ; ZnSOs-7H20 (124.6 mg) ; CuSO4-5H20
(78.22 mg) ; MoOs (10 mg) ; pH 7.2, ont été ajoutes a chaque puits (Penrose et Glick, 2003).

15 uL de 0.1 M MgSOs, de 0.1 M de (NH4)2SO4 ou d’une solution d'ACC (3 mM)
filtrée (0,22 pm) sont ajoutés au premier, au deuxiéme et au troisiéme tiers de colonnes de la
microplaque respectivement (Figure 15). Pour I'inoculation de chaque puits, 15 pL/puits de la
culture bactérienne lavée sont utilisés. Un contréle sans bactéries est également utilisé
(Shahzad et al., 2010). Apres incubation (48 h a 28 ° C), la croissance bactérienne est estimée

en mesurant la densité optique (600 nm).

Centrifugation
[9500 x z) pandant
i D 2 min

Trois lavage avec du 0,1 M Mg504

Inoubation sous 120 plfpuit du milieu DF
agitation: 48hf30°C ansemeancd avec 15
LpLfpuit dinacalum lave

Culture
bactérienne jeune

Incubation sous agitatian: $8hf28°C

1
'S
o,
o
o
o —
H Measure de
2 -
2 s 1% t de Ma5od
B I'sbsorbance & o HLfpuit de Mg
g &O0 () 15 pl fpuit de [NH4)2 504
M
=

- 15 plfpuit de 3 mh ACC

Figure 15 : utilisation de I’ACC comme seule source d’azote (originale).
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6. Production d’ammoniaque (NH3) :

100 pL de la suspension bactérienne jeune sont inoculés dans des tubes contenants 10
mL d’eau peptonée (EP). Les tubes sont incubés a 30°C pendant 96 h. A la fin de la période
d’incubation, 500 puL du réactif de Nessler sont ajoutés a chaque tube. Un résultat positif est
indiqué par 1’apparition d’un couleur jaune ou orange dans la mixture (Figure 16), ce qui

indique la production d’ammoniac par la souche testée (Capuccino et Sherman, 1992).

2 P

Incubation : 30°C/96h

+ >

Inoculum jeun (100 wL). Eau peptonée.
500 wl du réactif de Messler
- sont ajoutés au tube.

Récultat + : couleur jaune
-“—
ou orange dans la mixture =

Résultat - : pas de virage de
couleur dans la mixture —

Figure 16 : test de production de I’ammoniaque (originale).

7. Production de I’acide cyanhydrique (HCN) :
Le test est réalisé selon le protocole suivant (Lorck, 1948) :

e Une gélose nutritive est fondue dans un bain marrai puis additionnée d’une solution
stérile de glycine (filtrée a travers une membrane millipore 0.22 um), a une concentration
finale de 4.4 g/L. Le milieu est coulé dans des boites de Pétri de 9 cm de diamétre.

o Des disques en papier Whatman, ayant des diametres proches a ceux des couvercles des
boites de Pétri, sont imprégnés d’une solution de picrate de sodium (5% d’acide picrique

additionné de 2% de carbonate de sodium anhydre).
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e Les disques en papier Whatman sont déposés d’une facon a ce qu’ils tapissent les parois
internes des couvercles des boites.

e 100 pL de la culture bactérienne a tester est inondée sur la gélose a 1’aide d’un
écouvillon stérile.

o Les boites sont fermées avec du parafilm puis incubées a 30°C pendant 96 h.

Un résultat positif est traduit par un virage du papier Whatman de la couleur jaune
(conférée par la solution du picrate de sodium) a une couleur orange ou marron, indiquant la

production de ’HCN par la souche testée (Figure 17).

= t O —

Gelose nutritive Papier Whatman
additionnée de glycine imprégné d'une solution
{44/l de picrate de sodium

Papier Whatman
tapissant [z paroi interne
du couvercle de [a boite

Résultat - ; pas de +
changement de la couleur . .
du pagier Whatrhan Boite fermée avec du parafilm y V&

Incubation : {30°C/36h) ﬁ 7

I

Resultat - - pas de / -
changement de la coulsur Inaculum jeun {100 uL).

du papier Whatman

Figure 17 : test de production de 1’acide cyanhydrique (HCN) (originale).
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V. ldentification moléculaire :

L’identification moléculaire des quatre souches a été réalisée au laboratoire de
Biotechnologie et de Valorisation des Bio-Géo-ressources a I’institut de Biotechnologie de
I’université de la Manouba, Tunis. Les quatre souches sélectionnées ont été identifiés sur la

base de leurs fragments d'’ADN codant pour les séquences d'ARNTr 16S.

1. L'extraction d'ADN total (boiling lysis) :

L’extraction de I’ADN total bactérien est réalisée par un chauffage a 100°C dans un
tampon Tris-EDTA (TE) (ImM de Tris-HCI et EDTA 10mM pH 7,4). Plusieurs colonies
d’une culture pure sont agitées dans un tube Eppendorf contenant 180 pl du tampon TE stérile.
La suspension est chauffée a 100°C dans un bain pendant 10 min puis brusquement refroidie
dans un bain de glace pendant 10mn ; le choc thermique permet la lyse cellulaire. La
suspension est centrifugée a 4°C/10 min (12000 rpm). Le surnageant est récupéré stérilement
dans un autre tube Eppendorf ensemble avec 0.2 pL d’ARNase. Les mixtures sont gardées a

4°C pendant une nuit pour permettre 1’élimination de I’ARN (figure 18).

Chauffage a 100°C dans un bain TE
4 \ pendant 10 min
Quelques colonies 180 uL du tampon TE
pures stérile I

O

Surnageant récupéré i |« Refroidissement brusque

S_u.rnagv:eant aprés Centrifugation | dansun bain de glace
additionné de 0,2 4°C/10 min (12000 rpm) J
ulL d’ARMasze ll

Figure 18 : présentation schématique de la procédure d’extraction d’ADN (originale).
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2. Amplification du géne codant pour ’ARN 16S :
L'extraction de I’ADN total est suivie d'une amplification du géne codant pour I'ARNr
16S en utilisant des amorces universelles caractérisées par les séquences suivantes :
o (5'-SD-Bact-0008-as-20-3): (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3)
o (5'-SD-Bact-1495-as 20-3"): (5’ AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3)

Le mélange de la réaction d'amplification est composé de :
e 2,5 L tampon de la réaction PCR
e 25uL MgCl,
e 0,2 pL désoxynucléoside triphosphate
e 0,3 pL de chaque amorce
e 0,2 uL de Taq ADN polymérase
e 1.0 uL de I'ADN total.

Le programme de PCR consistait en une étape initiale & 94 ° C pendant 3 minutes, 35
cycles de dénaturation a 94 ° C pendant 45 secondes, annelage pendant 1 minute a 55 ° C,
I'élongation pendant 2 minutes a 72 ° C et d'une étape d'élongation finale a 72 ° C pendant 8
minutes. La Taq ADN polymérase posséde une activité terminal-transférase qui a pour effet
"ajout d"une désoxyadénosine aux extrémités 3 des fragments amplifiés. La PCR est réalisee
dans un thermocycleur Gene Amp PCR System 9700 (Applied Biosystem) (Daffonchio et al.,
2000).

La réaction PCR nécessite un témoin positif (ADN d’une souche de collection de

référence amplifiée selon le méme protocole) et un témoin négatif (réactifs sans ADN).

3. [Electrophorése sur gel d’agarose :

Un gel d'agarose a 1,5% est préparé pour réaliser une migration électrophorétique (20
min/ 100 V) des produits de PCR dans un tampon Tris-borate 0.5X-EDTA suivie d’une
coloration & une solution de bromure d'ethidium 0,5 mg. L™ pendant 30 minutes avant de les

révéler sous une lumiére UV.

4. Séquencage :
Un séquencage enzymatique des fragments d’ADN amplifiés est effectué selon la
méthode de Sanger. Une purification des fragments d’ADN amplifiés est réalisée au préalable

par un traitement enzymatique (exonucléase | et Shrimp phosphatase alcaline SAP) dégradant
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les amorces et les ANTP restants. Par la suite, les échantillons sont amplifiés & nouveau et
marqués en utilisant un kit de marquage « Big Dye Terminator Cycle Sequencing » (Applied

Biosystems). Le milieu réactionnel est composeé de :

e LaTaq polymérase

e DesdNTP

e Des ddNTP marqués par un composé fluorescent « Dye »

e Une amorce reverse fraichement préparée a une concentration de 25 uM
e Un tampon de dilution (200mM Tris pH9, 5mM MgCI>) et de

e  [’cau ultra-pure.

L’amplification s'effectue dans un thermocycleur selon le programme suivant : Imn a
96°C, puis 25 cycles de : 10 s a 96°C, 5 s a 50°C, 4 mn a 60°C (amplification) et un cycle a
4°C (refroidissement). L’ADN obtenu est ensuite précipité par 1ul de I’acétate de sodium 3M
pH 5.2 dans 50ul d’éthanol a 95%, centrifugé 4000 rpm/40min, lavé avec de 1’éthanol a 70%
et centrifugé une deuxieme fois a 4000 rpm/ 30°C. Le culot est séche par centrifugation a 1000
rpm dans une centrifugeuse plaque inversée (Soft Start). Le culot sec est suspendu dans une
solution de formamide, puis introduit dans un séquenceur (ABI Prism 3130 DNA séquencer,

Applied Biosystems).

5. Analyse phylogénétique :

Les séquences obtenues sont comparées aux séquences disponibles aupres du National
Center for Biotechnology Information (NCBI : http://www.ncbi.nlm.nih.gov) en utilisant
I'algorithme BLAST. Un dendrogramme phylogénétique est construit par la (neighbor joining
method) et un arbre de topologie est évaluée en effectuant une analyse de bootstrap 1000
ensembles de données en utilisant MEGA4.01 (Kumar et al., 2004).

VI. Caractérisation morpho-physicochimique des souches sélectionnées :

1. Aspect des colonies :
Apres repiquage des souches, Les colonies sont soumises a 1’observation
macroscopique (forme, couleur, relief, diametre etc....). L’observation est réalisée apres

culture sur les deux milieux différents, milieu Jensen et milieu NF-b.
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2. Aspect microscopique :
2.1. La mobilité bactérienne (observation a l’état frais) :

L’observation microscopique a 1’état frais est réalisée sur des cultures en phase de
croissance exponentielle. Une colonie pure est prélevée et mélangée avec une goutte d’eau
distillée stérile entre lame et lamelle. L’observation est réalisé est réalisée a 1’aide d’un

microscope optique (OPTIKA®) au grossissement x 40.

2.2. Coloration de Gram :

La coloration a été réalisée selon le protocole cité dans (Prescott, 2009).

3. Recherche de la catalase :
Une colonie bactérienne est déposée sur une lame en verre propre en présence de
peroxyde d’hydrogéne (H202) a 10 volumes. Une réaction positive se traduit par 1’apparition

de bulles, suite au dégagement gazeux d’oxygene (Levy et al., 1992).

4. Le test de ’oxydase :

L’oxydase est recherchée sur des disques commercialisés pour la recherche de 1’oxydase
(HIMEDIA®). Une colonie pure est déposée sur le disque, la réaction positive se traduit par
’apparition d’une couleur rouge violacée au bout de 10 secondes ; la réaction est tardive entre

10 et 60 secondes, et elle est négative apres 60 secondes.

5. Détermination du pH optimum de la croissance des souches :

Pour déterminer I’effet du pH sur la croissance souches, le milieu LB liquide est préparé
a une gamme de pH allantde 5249 (5;5,5;6;6,5;6,5;7;7,5;8;85¢€t9).

L’expérience a été conduite sur des microplaques a fond rond de 96 puits. Chaque puits
servira a inoculer 200 uL. du milieu avec 10 uL de la suspension bactérienne. Chaque colonne
de la microplaque contient un milieu ayant le méme pH. Enfin, les microplaques sont incubées
a 30 °C pendant 24 h.

La lecture est réalisée, en duplicata, par mesure de la densité optique a 600 nm a I’aide
d’un spectrophotometre (Shimadzu Mini 1240®). Les deux lectures sont obtenues en

mélangeant le contenu de chaque 4 puits (8 au total) dans deux cuves a spectrophotometre.
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Figure 19 : protocole d’identification moléculaire des isolats sélectionnés (originale).
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Deuxieme partie : Effet des extraits bruts de O. ficus indica, U. lactuca et E.
intestinalis sur I’halotolérance des souches sélectionnées et leur interaction avec les

graines de blé en germination.

I.  Halotolérance des isolats selectionnés :

L’halotolérance des souches sélectionnées a été étudiée en utilisant deux milieux de
culture ; le milieu de culture minimum NF-b (Nitrogen Free-broth) et le milieu riche LB
(Luria Bertani).

Dans un premier temps, I’expérience a été réalisée en utilisant le milieu de culture NF-b
préparé en présence d’extrait aqueux des deux algues marines et de 1’Opuntia ficus-indica. Par
la suite la méme expérience a été répétée en utilisant le milieu LB en présence d’extraits

hydro-alcoolique de ces mémes plantes.

1. Milieux de culture :
1.1. NF-b:

Le milieu NF-b, additionné de glucose comme seule source de carbone, a été préparé
avec différentes concentrations de NaCl (0, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600 et 650
mM). II contient la composition suivante dans un litre d’eau distillée : K;HPOj4 (6 g), KH2PO4
(4 g), MgS04 (0.2 g), NaCl (0.1 g), CaCl, (0.02 g), FeCls (0.01 g), Na2MoOs (0.002 g), Extrait
de levure (0.05 g), Glucose (5 g) (Nabti et al., 2007).

12. LB:

Le milieu LB a été préparé avec différentes concentrations de NaCl (0, 0.3, 0.5, 0.8, 1.0,
1.3, 1.5, 1.8 et 2.0 M). Il contient la composition suivante dans un litre d’eau distillée :
Tryptone (5 g), Extrait de levure (10 g), NaCl (5g).

2. Preéparation des extraits hydroalcooliques :

Cinquante g du matériel biologique sec et broyé en poudre (algues ou raquettes) sont
homogénéisés dans de 1’éthanol 70 % (vol /vol) sous agitation & température ambiante. Le
mélange est filtré a travers un papier filtre pour éliminer les particules solides. Le filtrat est
évaporé a sec, sous vide a 40°C. La patte est récupérée dans 10 ml d’eau distillée (figure 18)
(Ghoul et al., 1995).
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3. Ajout des extraits et de glycine bétaine aux milieux de culture :

Les deux algues marines ainsi que les raquettes d’Opuntia ficus-indica ont été découpés
en petits morceaux afin de faciliter un meilleur relargage de substances intracellulaires. 2,5 g
(poids frais) ont été immergés dans des flacons contenant 50 ml du milieu NF-b avec les
concentrations de NaCl preécités. Les flacons ont ensuite été passés a l'autoclave a 110 ° C
pendant 30 min. Aprés décantation, 10 ml du surnageant ont été distribués dans des tubes et
serviront a remplir les microplaques afin d’étudier 1’halotolérance bactérienne. La glycine
bétaine est ajoutée par filtration (filtre millipore 0.22 um) au milieu déja autoclavé a une
concentration finale de 1 mM (Ghoul et al., 1995).

4. Préparation des inocula et détermination de la croissance bactérienne :

5 ml du bouillon LB a été inoculé avec une culture fraiche (18 h) de la souche testée
(BEA4, BEC9, BOA4 et SEB9). Apres incubation a 28 ° C pendant 24 heures, la culture a été
centrifugée a 3000 rpm pendant 10 min. Le culot a été lave trois fois avec 5 ml de solution
saline normale (8,5 g L-1 de NaCl) et enfin remis en suspension dans 5 ml de la méme
solution. Les suspensions bactériennes obtenues ont servi a ensemencer le milieu de culture
déja distribué dans des microplaques. Aprés incubation (28 ° C pendant quatre jours), la
croissance bactérienne est estimée par mesure de l'absorbance de la culture a 600 nm.
L'expérience a été ensuite répétée en remplacant (NF-b) avec (LB) supplémenté ou non avec
de glycine bétaine [1 mM] ou des extraits hydroalcooliques [102; v/v] de Opuntia ficus-
indica, Ulva lactuca et Enteromorpha intestinalis (figure 21) (Ghoul et al., 1995).
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Figure 20 : Halotolérance des quatre souches en présence et/ou en absence de GB [1ImM] et
des extraits hydroalcooliques d’U. lactuca, E. intestinalis et O. ficus-indica (originale).
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Il.  Germination des graines de bleé :

Afin de déterminer I’effet des souches étudiées, de la glycine bétaine et des extraits
hydroalcooliques d’Ulva lactuca, Enteromorpha intestinalis et Opuntia ficus-indica sur la
germination des graines de blé dur sous stress salin, les graines sont sélectionnées
rigoureusement en fonction de leur morphologie, leur taille et leur état.

1. Provenance des graines :
Les graines de blé dur, Triticum durum (Tableau 08) variété BOUSSALEM, récolte de la
saison (2014), ont été fournies par 1’Office Algérien Interprofessionnel des Céréales-Union

des Coopératives Agricoles, Béjaia-Algérie (Figure 22).

Tableau 08 : systematique de blé dur (Triticum durum), selon Brouillet et al. (2006).

Reégne plantea (végétale)
Division Magnoliophyta
Classe Liliopsida

Ordre Cyperales
Famille Poaceae

Genre Triticum

Espéce Triticum durum

ce Algerien Interprofessionnel des Cérg
CoOPERATIVE A alesy
LINION DES o0 1ATI GRICOLES

- BEiajs
ETIQUETTE OFFICIELLE

... Commune:
Agriculteur -
= Reste a Iwrer

-.--Date livrai

PouSSALE ¥A

.....

d
Figure 21 : graines de Triticum durum variété BOUSSALEM (originale).
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2. Stérilisation des graines :
Les graines ont été stérilisées selon la méthode de Gotz et al. (2006) en trois étapes :
e Les graines sont trempées dans de 1’éthanol (70% pendant 1 min) avec une
douce agitation.
e Les graines sont remises dans une solution d’hypochlorite de sodium (eau de
Javel) a 12% pendant 15 minutes.
e Pour se débarrasser du chlore, six lavages successifs a 1’eau distillée stérile

sont enfin appliqués (15 minutes au minimum).

3. Bactérisation des graines :

Apres stérilisation des graines, elles sont imbibées dans des suspensions bactériennes
lavées (DO = 0.8) des quatre souches a tester (BEA4, BEC9, BOA4 et SEB9). La durée de
contact entre la bactérie et les graines est de 30 minutes.

4. Protocole expérimental (Ramados et al., 2013) :

Des disques en papier filtre standard d’un diamétre égal a celui des boites de Pétri sont
stérilisés au four Pasteur a 180°C pendant 15 minute puis placés dans des boites de Pétri de 9
cm de diamétre (deux papier filtre/boite).

Dans chaque boite de Pétri, le papier filtre est imbibé avec des solutions a différentes
concentrations de sel (5ml/boite). Ces solutions sont additionnées, ou non, de GB (& une
concentration finale de 1mM) et des extraits hydroalcooliques d’Ulva lactuca, Enteromorpha
intestinalis et Opuntia ficus-indica (& une concertation finale de 1%). Des contréles sans NaCl,
sans traitement bactérien, sans glycine bétaine et sans extraits ont été utilises.

L’expérience a été réalisée a 1’obscurité a une température moyenne de 25°C. Le suivi
de la germination est effectué durant 12 jours en dénombrant les graines germées dans chaque
boite (une lecture / 2 jours). Une graine est considérée comme germée aprés la sortie de
I’embryon de la cuticule (3 mm de longueur au minimum). A la fin de I’expérience, le
pourcentage final de germination dans chaque boite est détermine.

La premiére expérience a été réalisée en absence de souches et désigné : EXP (I). Elle
est constituée de 5 sous expériences organisées comme sulit :

1. Premiére sous expérience réalisée en absence d’osmoprotecteurs : SOUS EXP (1).

2. Deuxieme sous expérience réalisée en présence de GB [1 mM] : SOUS EXP (2).
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3. Troisiéme sous expérience réalisée en présence de 1’extrait d’UL [1072] : SOUS EXP (3).
4. Quatriéme sous expérience réalisée en présence de I’extrait d’EI [107?] : SOUS EXP (4).
5. Cinquiéme sous expérience réalisée en présence de 1’extrait d’OFI [1072] : SOUS EXP (5).

Chaque sous-expérience a été divisée en quatre tests réalisés en Triplicata (A, B et C),
ou chaque répétition est réalisée sur 12 graines par boite :
e Premier test (T1) : réalisé a 0 mM d’NaCl.

e Deuxiéme test (T2) : réalisé a 100 mM d’NacCl.
e Troisieme test (T3) : réalisé a 200 mM d’NaCl.
e Quatrieme test (T4) : réalisé¢ a 300 mM d’NacCl.

Les quatre expériences EXP (11). EXP (I11). EXP (IV) et EXP (V) constituent des
répétitions de 1’expérience EXP (I) en présence des quatre souches BEA4, BEC9, BOA4 et
SEBY, respectivement (figure 23, 24).
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Triticum durum variété Mise en suspension dans de Mise en suspension dans de I'eau
Boussalem. I'alcool 70 % pendant 1 min. de Javel 12% pendant 15 min.

&

Graines de blé stériles 6 x

Graines imbibées dans les suspensions Six lavages successifs avec de l'eau
bactériennes pendant 30 minutes distillée stérile.

P

y

5 mLde l'un des extraits ou de
I'eau distillée avec ou sans sel.

——3 I ———

Boite Pétri stérile. Papier filtre & I'intérieur de la
boite.
Deux papiers filtre stérile a
diamétre égal a celui de la boite.

Figure 22 : Représentation schématique du test de germination des graines de blé dur
(originale).
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Troisieme partie : Effet des extraits bruts de O. ficus indica, U. lactuca et E. intestinalis
et/ou des souches sélectionnées sur la croissance de la tomate sous stress salin.

La troisieme partie de ce travail a ¢été réalisée au centre d’écologie, évolution et
changements environnementaux (cE3c) de la faculté des sciences de ’université de Lisbonne-
Portugal. Elle consistait a étudier le comportement de la tomate sous salinité élevée et 1’effet
des extraits étudiés ainsi que des souches sélectionnées sur sa croissance. L’accumulation des
acides aminés (particulierement la proline et I’acide glutamique) comme osmoprotecteurs de

la tomate durant sa croissance sous stress salin a également été évaluée.

I.  Halotolérance de la tomate en présence des souches et des extraits :
1. Provenance des graines :

Les graines de tomate (Solanum lycopersicum, variété Marmande) ont été fournies par le
centre d’écologie, évolution et changements environnementaux (cE3c) de la faculté des
sciences de 1'université de Lisbonne. Cette variété est caractérisée par une maturation précoce
facilitant les études a courte durée. Elles sont commercialisées sous licence « Vilmorin »
(figure 25, tableau 09).

Vilmorin

depuis 1743

Figure 23 : graines de tomate (Solanum lycopersicum) variété Marmande (originale).
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Tableau 09 : systématique de la tomate (Solanum lycopersicum), selon (Blancard, 2009)

Régne plantea (végétale)
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida

Ordre Solanales

Famille Solanaceae

Genre Solanum

Espece Solanum lycopersicum

2. Suivie de la croissance de la tomate sous serre :
2.1. Souches bactériennes utilisées :

Deux souches bactériennes ont été utilisées pour 1’inoculation des graines de tomate, il
s’agit des deux isolats BEC9 : isolé de 1’échantillon du sol BEC provenant de la Wilaya de
Béjaia ; BOA4 : isolé de 1’échantillon su sol BOA provenant de la Wilaya de Bouira (figure
26).

2.2. Stérilisation des graines :
Les graines de tomate ont été stérilisées en surface pendant 4 min avec (0,7% p/v)
d’hypochlorite de sodium (NaOCI). Elles sont par la suite lavées cinq fois avec de l'eau

distillée stérile (Appenroth et al., 2006).

2.3. Bactérisation des graines :
eDes colonies pures des deux isolats a tester ont été repiquées sur le milieu LB et
incubées sous agitation (100 rpm) pendant 24 h a une température de 30°C ;
e Les cultures obtenues sont centrifugées (3000 rpm/10min).
e Les culots sont lavés trois fois avec de I’eau physiologique stérile.

e L’inoculum final est standardisé a une DO de 0.8 (A=600nm).

Les graines de tomate ont été mises en contact avec les suspensions bactériennes
pendant 30 minutes, les graines non inoculées sont mises en contact avec de |’eau

physiologique steérile.
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L’expérience a été réalisée avec (150 mM) ou sans (00 mM) effet de sel. Le stress salin a été

appliqué dans les solutions d’irrigation des pots.

Figure 24 : les deux inocula bactériens et les extrait aqueux de U. lactuca, E. intestinalis et O.
ficus-indica utilisés dans 1’expérience de la tomate (originale).

2.4. Protocol expérimental :

Le sol utilisé dans I’expérience est un sol a faible contenu minéral. Il a été fourni par le
centre d’écologie, évolution et changements environnementaux (cE3c) de la faculté des
sciences de 'université de Lisbonne. Il a été mélangé avec de la vermiculite (50/50 : v/v)
avant utilisation. Par la suite, les graines de tomate ont été placées dans des pots (8 x 20 cm) a

raison de 5 graines/pot, a une profondeur d’environ 1 cm dans la mixture sol-vermiculite.

Les pots ont été irrigués chacun avec 15 ml des solutions contenant les extraits aqueux
de Ulva lactuca, Enteromorpha intestinalis et Opuntia ficus-indica. Les extraits sont préparés
a une concentration de 1.5 % (m/v) dans de 1’eau distillée additionnée, ou non, de I’NaCl a une
concentration de 150 mM. Durant les premiers 15 jours de 1’expérience, les pots ont été
irrigués avec les mémes solutions chaque 3 jours, puis avec de I’eau de robinet chaque 2 jours
pendant 15 jours (30 mL/pot) (figure 26).

Des témoins sans apport d’extraits ou sans bactérisation ou sans apport d’extraits ni
bactérisation ont été utilisé. L’expérience a été réalisée a raison de 5 répétitions par traitement

(25 graines) (figure 27).
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Les pots ont été placés sous serre a une photopériode naturelle et une température
moyenne de 30°C.

A la fin du premier mois, 1I’expérience est poursuivie avec une seule plante par pot. Pour
le reste des plantules, la taille de la partie aérienne ainsi que les poids frai et sec dans chaque

traitement ont été determinés (figure 28).

i

Figure 25 : pots utilisés durant le premier mois de I’expérience de la tomate (originale).

Les plantes gardées pour poursuivre I’expérience ont été déplacées vers des pots de 15 x
20 cm et contenant le méme sol. Elles ont été irriguées chaque trois jour avec de I’eau de
robinet (50 mL/pot). A la fin de I’expérience (50 jours), la taille et le poids frais/sec des
plantes de chaque traitement ont eété mesurés. Une analyse par HPLC des acides aminés

accumulés par les différentes plantes de chaque traitement a également été réalisée.

ﬁ( , .

Figure 26 : pots utilisés durant la deuxiéme partie de I’expérience de la tomate (originale).
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Il.  HPLC pour la détermination des acides aminés accumulés :

Les acides aminés, particulierement la proline et I’acide glutamique, constituent un
groupe tres important de molécules connues pour leur rdle osmoprotecteur chez les bactéries
et les plantes. Afin de déterminer I’effet des extraits et des bactéries utilisés sur I’accumulation
de telles molécules sous stress salin, une HPLC (High Performance Liquid Chromatography)
a été réalisée sur des extraits préparés a partir des plantes de tomate récoltées a la fin de
I’expérience. L’HPLC a été réalisée selon le protocole de Fabiani et al. (2002), dans le but de

déterminer la concentration de certains acides aminée qui y sont accumulés.

1. Produits chimiques et solutions :

e Acide hydrochlorique 0.01 M ;

e Hydroxyde de sodium ;

e Acétate de sodium (tampon acétate, 50 mM pH 4.2) ;

e Borate de sodium (tampon borate, 200 mM pH 10) ;

e Acétonitrile pour HPLC ;

e FMOC chloride (15 mM dans de 1’acétonitrile) ;

e ADAM (1-aminoadamantane hydrochloride) acétonitrile 300 mM (1: 1)/ (v:v);
e Solutions standards d’acides aminés (dans de ’'HC1 0.01M) ;

o Extraits des plantes de tomate issus de I’expérience.

2. Matériel :
o Filtres millipore 0.45 pm ;
e Tubes2.5mL;
e Seringues 5 mL ;

e Tubes falcon 50 mL.

3. L’appareil de PHPLC :
Colonne : RP-18 250 x 4mm 5um a 25°C ;

Colonne similaire de réserve ;

Détecteur UV a A=263nm ;

Systeme de pompe a gradient binaire.
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4. Methode :
4.1. Préparation de [’échantillon :
e Dissoudre les acides aminés en poudre dans une solution acide (0.01 M HCI) préparée
dans de I’eau ultra-pure (milli-Q water) : 20, 40, 80, 120 (mg/25mL) ;
o Agiter la solution pendant une heure ;

e Centrifuger & 1500 x g pendant 15 min a 4°C.

4.2. Dérivatisation :
La dérivatisation est réalisée a la température ambiante selon la méthode suivante :
A 300 pL de I’échantillon ajouter :
1) 600 pL de tampon borate ;
2) 600 pL de la solution FMOC-CI (laisser réagir pendant 5 min) ;
3) 600 pL de la solution ADAM (laisser réagir pendant 1 min).

Le mélange réactionnel est filtré a travers une membrane millipore (0.45 pm).

4.3. Analyse :
Gradient de flux (tableau 10) :
e Solvant de migration A : 50 mM tampon acétate ;
¢ Solvant de migration B : acétonitrile ;
e Le temps de migration est d’environ 30 minutes ;
e L’identification des piques est réalisée par comparaison aux standards ;
e La quantification des acides aminés dans les extraits des plantes de tomate est réalisée
par extrapolation sur des courbes d’étalonnage préparées par la méthode des standards
externes.

Tableau 10 : profile de flux des solvants de migration pour I’HPLC :

Temps Solvant A (%) Solvant B (%)
0 72 28

3 72 28

27 55 45

32 0 100

37 0 100

39 72 28

47 72 28

Flux 1 mL/min a 25°C (détection a une longueur d’onde : A=263nm)
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Quatrieme partie : Pseudomonas protegens comme agent de biocontréle

Dans cette partie, 1’activité antifongique de la souche P. protegens RhiNA contre les
champignons phytopathogenes B. cinerea, A. flavus, A. niger et Mucor sp. et son role dans

I’atténuation de la pourriture grise des pommes infectées par B. cinerea ont été évalues.

. Souches bactériennes et champignons phytopathogeénes :
1. Souches bactériennes :

La souche bactérienne RhiNA a été isolée en 2014 par le laboratoire de Maitrise des
Energies Renouvelables-équipe Biomasse et environnement de 1’université A. Mira de Béjaia-
Algérie a partir d'un sol agricole situé au nord de I’Algérie (Béjaia). La souche de référence
Pseudomonas protegens CHAO' a été gracieusement fournie par le professeur Anton
Hartmann, German Research Center for Environmental Health (GmbH), Unité de recherche

(Microbe-Plant Interactions)-Allemagne.

2. Souches fongiques :

Le champignon phytopathogéne Botrytis cinerea-BC1 a été généreusement fourni par le
laboratoire de mycologie-Université A. Mira de Béjaia-Algérie. Cette souche a été isolée en
France par le Laboratoire (Protection des Plantes) (INRA-STPV, Avignon). Les champignons
Aspergillus niger, A. flavus et Mucor sp. Ont été fournis par le laboratoire de microbiologie
appliquée, Université A. Mira de Béjaia-Algérie (Figure 29).

[ 67




Chapitre 11 Matériel et Méthodes.

Il.  Production de métabolites d’intérét agricole par la souche RhiNA :

1. Meétabolites antifongiques :
La production d’acide cyanhydrique, d’ammoniaque de chitinase et de sidérophores par
I’isolat RhiNA a été évaluée selon les protocoles de Lorck (1948), Cappucino et Sherman
(1992), Kopecny et al. (1996) et Alexander et Zuberer (1991), respectivement. Les quatre

protocoles sont détaillés dans les pages 47, 47, 40 et 45, respectivement.

2. Autres métabolites d’intérét agricole :
La souche RhiNA a été également testée pour sa capacité a produire des enzymes

lytiques, de 1’acide indole acétique et a solubiliser le phosphate tricalcique (Tableau 11).

Tableau 11 : métabolites d’intérét agricole, tests et références.

Meétabolite Référence Titre et page
Cellulase Carder (1986) IV.1.1. (page 40)
Estérase/Lipase Sierra (1957) IV.1.5. et 6. (page 42)
Protéase Kavitha et al. (2013) IV.1.4. (page 41)
Amylase Vinoth et al. (2009) IV.1.3. (page 41)
Uréase Christensen (1946) IV.1.7. (page 42)
AlA Malik et Sindhu (2011) IV.2. (page 43)
Solubilisation du Phosphate Sagervanshi et al. (2012) IV.4. (page 45)

I11. ldentification moléculaire
L’identification moléculaire de la souche a été simultanément réalisée avec celle des
souches BEA4, BEC9, BOA4 et SEB9, suivant le méme protocole détaillé dans le titre

numéro (V) détaillé dans les pages 49-51.

IV. Tests d’antagonisme in vitro

1. Inhibition de la croissance mycélienne

L’antagonisme de la souche P. protegens-RhiNA vis-a-vis des champignons B. cinerea,
A. niger, A. flavus et Mucor sp. a été étudié en utilisant la méthode de diffusion sur gélose
(Sagahon et al. 2011). Des disques d'agar envahit par des cultures jeunes de chaque
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champignon (0,5 cm de diamétre) ont éte placés aux centres de boites de Pétri contenant du
milieu pomme de terre-dextrose-agar (PDA). Des disques similaires de la bactérie a tester ont
été placés a 2,5 cm du disque fongique (trois disques bactériens/boite). Des sans bactérie ont
été utilisées comme témoins. Apres incubation (25 + 2 ° C, 5 jours), le pourcentage

d'inhibition de la croissance fongique a été calculée selon la formule suivante :
[(KR-R1) / KR] x 100

KR : Correspond a la distance entre et la marge de la colonie fongique dans le témoin
(mm).
R1 : Représente la distance entre le centre de la colonie du champignon et sa périphérie

dans les boites traitées par les disques de la souche RhiNA.

2. Inhibition de la germination des spores fongiques :

Dans des tubes eppendorfs, 20 ul de la suspension sporale (ajusté a 10® spores/ml) ont
été mélangés avec la culture bactérienne fraiche de l'antagoniste (108 UFC/mI). 1 ml d'eau
distillée stérile additionné d’une solution filtrée de glucose, a une concentration finale de 5%,
ont été ajoutés a chaque Eppendorf. Le mélange est mis en incubation a 21°C pendant 24
heures. Des tubes témoins, inoculés seulement avec les suspensions sporale, ont été préparés.
L'expérience a éte realisée en triplicata.

Le pourcentage de germination des spores (SGP%) a été hémocytométriquement calculé
sous microscope optique (40X) selon la formule suivante (Bensidhoum et al., 2015) :

PGS% = SGT-SGB/SGTx100 ou

SGT : Nombre de spores germées dans le témoin.

SGB : nombre de spores germées en présence de I’antagoniste.

V. Inhibition de la pourriture grise sur fruits de pomme :
Le test in vivo sur les pommes a été réalisé en utilisant un protocole modifié de Xiao et
Kim (2008) :
e Des pommes fraiches et saines aux calibres similaires ont été désinfectées avec de I'eau
distillée sterile additionné de 2% d'hypochlorite et laissées a température ambiante pour

séchage. Par la suite, Trois trous équidistances (4 mm x 5 mm) ont été faites dans la zone
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équatoriale des fruits et chaque trou a été inoculé avec 30 L de la suspension de lI'antagoniste
(108 UFC/mL).

e 2 heures apres, chaque puis est additionné de 15 pL de la suspension sporale de B.
cinerea (10° spores/mL). Les pommes ont été placées dans des boites stériles tapissées du
papier absorbant humidifié avec de I'eau distillée stérile (3 fruits/boite) et incubées a 25 + 2°C
pendant 4 jours. A la fin de I'expérience, la superficie pourrie autour de chaque trou a été
mesurée en utilisant le programme Image J. L'expérience a été répéetée en triplicata. Des
témoins sans bactérie ont été utilisés (figure 30).

Désinfection des boites Mise en incubation

Figure 28 : Les principales étapes du test in vivo sur pommes (originale).
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VI. Analyses statistiques :

Les analyses statistiques ont été realisées en utilisant le logiciel GraphPad Prism Version
6. Les données de 1’é¢tude de I’halotolérance et des essais de la germination du blé, ainsi que
les résultats in vivo obtenus sur plantes de tomate ont été comparées par analyse multiple de la
variance (Two-way ANOVA), soumise a un intervalle de confiance de 95%. La corrélation
entre les résultats enzymatiques et les propriétés physiques/chimiques des échantillons de sol
ont été analysés en calculant le coefficient de corrélation de Pearson (r) et la régression
linaire. Les résultats de ’activité antifongique in vitro ont été comparés par analyse de la
variance (One-way ANOVA) (p<0.05). Les résultats de 1’antagonisme sur fruits de pomme ont
été analysés par le test t avec correction de Welsh.
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I.  Propriétés physicochimiques des échantillons du sol

L'échantillon BEA s’est avéré le seul échantillon salin (CE > 4 ds/m), pour les autres
échantillons, la conductivité électrique varie de 3.8 (BOA) a 2.1 ds/m (SEA). Les échantillons
prélevés des wilayas de Medea (MEA) et Setif (SEA et SEB) étaient plus riches en matiere
organique (1.1%, 1.3% et 1.5% respectivement), alors que ceux recueillis de Bejaia et Bouira
¢taient moins riches en matiere organique. D’un autre coté, L’échantillon SEA s’est révélée le
plus humide (69 = 0.287) alors que 1’échantillon BEA présente le plus faible contenu en eau (6g
=0.137) (tableau 12).

Tableau 12 : propriétés physiques et chimiques des échantillons de sol

pH (H0) pH (KCI) Humidité (8;) EC (dS/m%) SOM (%)

BEA  8.05 7.16 0.137 4.2 0.8
BEB 8.54 7.63 0.200 3.5 0.5
BEC 8.20 7.29 0.240 24 0.9
BOA 829 7.60 0.186 3.8 0.7
MEA 812 7.34 0.211 29 11
SEA 8.20 7.15 0.287 2.1 15
SEB 8.19 7.41 0.222 24 13

1. Sélection hiérarchiques des isolats

Les soixante-dix isolats bactériens, purifiés a partir des échantillons BEA, BEB, BEC,
BOA, MEA, SEA et SEB (10 isolats de chaque échantillon) ont fait 1’objet d’une sélection
hiérarchique sur la base de leur capacité a produire des métabolites connus pour leur réle dans
la promotion de la croissance des plantes. Ainsi, les bactéries faiblement productrices, ou

incapables de produire le métabolite étudié, sont éliminées a chaque fois.

1. La fixation biologique de I’azote atmosphérique
Il est a rappeler que les 70 souches dans ce travail ont éte isolées sur le milieu de culture
Jensen, dépourvu de toute source d’azote. Pour s’assurer de leur capacité a fixer 1’azote
atmosphérique, les isolats ont été soumis a trois repiquages successifs sur le méme milieu de
culture. Les 70 isolats sont donc considérés comme fixateurs libres de I’azote atmosphérique.
L’azote moléculaire constitue 78% de 1’atmosphére. C’est un élément chimiquement
stable et inassimilable par les organismes supérieurs ainsi que la majorité des

microorganismes. Cependant, certains microorganismes sont capables d’assurer la fixation de
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I’azote atmosphérique, participant au cycle biogéochimique de 1’azote (Golubyatnikov et al.,
2013 ; Bertrand et al., 2015).

La fixation biologique de 1’azote dans le sol est I’'un des mécanismes a travers lesquels
les microorganismes stimulent la croissance des plantes (James et al., 1994 ; Glick, 1997 ;
Vessey, 2003 ; Gray et Smith, 2004). Ce processus est principalement utilisé par des
microorganismes procaryotes menant une vie libre (Azoarcus, Azospirillum, Burkholderia,
Gluconacetobacter, Pseudomonas, Azotobacter, Arthrobacter, Acinetobacter, Bacillus,
Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Klebsiella, Acetobacter etc.) ou vivants en symbiose
avec les plantes (Rhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Allorhizobium,
Sinorhizobium etc.) (Reddy, 2014). La fixation de 1’azote est assurée par une enzyme appelée la
nitrogénase. Cette derniére est composée de deux sous-unités métalloprotéiques ; la premiére
(deux hétérodimeres / 250 kDa, codées par les génes et nifD et nifK) contient le site actif pour
la réduction de I’azote ; la deuxieme (deux sous-unités identiques / 70 kDa, codées par le géne
nifH) assure I'hydrolyse de I'ATP et le transfert d'électrons entre les sous-unités (Zehr et al.,
2003).

L’utilisation exagérée des fertilisants chimiques pour supplémenter le sol en azote et
I’émission de I’oxyde nitreux dans I’atmosphere dii a certaines activités humaines constituent,
de plus en plus, un danger majeur et la cause principale du déséquilibre du cycle d’azote dans
le sol et dans I’atmosphere. En céréaliculture, I’application des bactéries fixatrices d’azote
pour minimiser 1’utilisation accrue des fertilisants chimiques est largement adoptée. Ainsi, les
bactéries appartenant aux genres Azospirillum (Rao et al., 1987 ; Hartmann 1996 ; Malik et
al., 1997 ; Santa et al., 2004 ; Nabti et al., 2010 ; Volpiano et al., 2014). Pseudomonas (Rao et
al., 1987 ; Hartmann, 1996; Mirza et al., 2006; Shabaev et VVoronina, 2007). Bacillus (Park et
al., 2005), Herbaspirillum (Volpiano et al., 2014 ; Brusamarello-Santos et al., 2012),
Azotobacter (Rao et al., 1987 ; Milosevi¢ et al., 2012), Rhizobium and Enterobacter (Habibi et
al., 2014), Klebsiella (Iniguez et al., 2004) et Burkholderia (Van et al., 2000 ; Govindarajan et
al., 2008) ont montré une grande efficacite comme substituant (ou suppléments) pour
minimiser 1’application des fertilisants chimiques et augmenter le rendement du blé et du riz.

A travers les années, des bactéries appartenant aux genres Azotobacter, Flavobacterium,
Achromobacter et Pseudomonas ont été utilisees comme PGPR pour stimuler la croissance

d'une grande variéte de plantes (Malik et al., 1997 ; Glick et al., dans Altman et Waisel, 1997 ;
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Kader et al., 2002 ; Sgroy et al., 2009 ; Vacheron et al., 2013). Plusieurs especes appartenant
aux genres mentionnés tels que Flavobacterium johnsoniae, Pseudomonas putida,
Achromobacter xylosoxidans et Azotobacter chroococcum ont été décrites comme bactéries
fixatrices d’azote dans le sol (Madkour et al., 1990 ; Jha et Kumar, 2009 ; Laskar et al., 2013 ;
Pathania et al., 2014).

Les bactéries appartenant au groupe « Rhizobia » ont gagné une place importante dans la
promotion de la croissance des plantes, particuliérement a travers leur capacité d’établir des
relations symbiotiques avec les légumineuses, jouant un réle important dans le processus de
fixation biologique de 1’azote. Les espéces R. meliloti, R. trifolii, R. leguminosarum, R.
phaseoli, R. japonicum etc. ont montré une grande efficacité a supplémenter I’azote a une
grande diversité de plantes (Luzerne, trefle doux, pois, lentille, haricot, niébé, etc.)
(Yamaguchi, 1983). Ajoutant a ¢a, I’inoculation des plantes par certaines bactéries associatives
comme celles appartenant au genre Azospirillum s’est montré trés bénéfique pour
I’amélioration du rendement des légumineuses d’hiver (pois et pois chiches) (Sarig et al.,
1986).

Dashti et al. (1998) ont étudié le rdle des deux bactéries (Serratia liquefaciens 2-68 ou S.
proteamaculans 1-102) dans 1’amélioration de la nodulation, de la fixation d’azote et du
rendement total en azote de deux cultivars de soja. Les deux souches ont augmenté la
nodulation du soja et accéléré le début de la fixation de l'azote. L’azote fixé, exprimé en
pourcentage d’azote et de protéines totales dans les tissus de la plante, ont été augmentés par
I’inoculation. D’un autre co6té, Pishchik et al. (1998) ont rapporté I'effet d'inoculation des
bactéries fixatrices d’azote, appartenant au genre Klebsiella, sur le rendement de la pomme de
terre. Une augmentation significative du rendement en tubercules et de la teneur en azote a été
obtenue aprés inoculation par les souches K. mobilis CIAM880 et CIAM853.

Récemment, Naggash et al. (2016) ont observé que l'inoculation des plantes par des
bactéries fixatrices d’azote, nommément Azospirillum, Enterobacter et Rhizobium, dans des
conditions axéniques, a augmenté le rendement de la pomme de terre. A titre d’exemple,
Azospirillum sp. TN10 a permis d’augmenter le poids frais et sec de la pomme de terre par
rapport aux plantes témoins (non inoculées). De plus, une augmentation significative de la

teneur en azote des tiges et des racines des plantes inoculées a été observée.
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2. Activités enzymatiques des isolats
2.1. Reésultats des activités enzymatiques

63 souches (90 % des isolats sélectionnés) possédaient I’activité amylasique. L’activité
uréasique a eté détectée chez 44.29 % des isolats, alors que la catégorie d’enzymes la moins
exprimé était les protéases (37.14 %). Les activités lipolytiques, estérasiques, chitinolytiques
et cellulolytiques étaient présentes chez 45.71, 47.14, 70 et 50 % des isolats testées,
respectivement. Parmi le nombre total des isolats (70), 28 ont été sélectionnée sur la base de

leurs activités enzymatiques (tableau 13).

Tableau 13 : Activités enzymatiques des 70 isolats

Souche Ur Pro Lip Chit Est Am Cell Sco Souche Ur Pro Lip Chit Est Am Cell Sco
BEAL + + + -  ++ + - 6 BOA6 - - - + -+ - 2
BEA2 S+ -+ o+ - 13 BOA7 - - - + -+ ++ 4
BEA3 T Y o4 o+ 7 BOAS - Y%+ 4w+ 4+ 10
BEA4 + -  + +  ++ 4+ ++ 10 BOA9 - '. . i ' P ]
BEA5S - + - ++ - - 3 BOAL0 - - ' ' r o+ 3
BEA6 + + + - P 5 MEAL + T+ o+ o+ 9
BEA7 - P 2 MEA2 + + T+ o+t 8
BEAS - - + + + - 3 MEA3 + - IR 2
BEA9 + - '. '. T e 3 MEA4 - o+ + o+ 7
BEALO + - - + - + 3 MEA5 + - - o+ - 4+ 3
BEBL - T - -+ + 6 MEA6 +  + - Tt - T+t 9
BEB2 - - + -+ ' 2 MEA7 -  + - - -+ 2
BEB3 T+ T+  +++ ++ 9 MEA8 - '. + - - T+t 4
BEB4 Y 0F F o+ 7 MEA9 + o+ - T 4
BEB5 - - + +  + 4 MEAL0 -  + o ¥ 3
BEB6  + T+ H 4+ 10 SEA1  + . - T 4 8
BEB7 + ¥+ o+ ' 4 SEA2 - -+ - - % 2
BEBS o+ o+ 3 SEA3  + ' S+ 3
BEB9 [P 6 SEA4  +  ++ T 4+ 9
BEB10 + + + + + 5 SEA5  + - -+ 3
BECI + + - T+ - 4+ +++ 9 SEA6  + 4+t +  + o+ o+ 11
BEC2 - - - + -+  ++ 4 SEA7 - - - - 1
BEC3 - - - - -+ - 1 SEA8  +  + Yr 4 4 7
BEC4 + 4+  ++ ++ -+ w4+ 11 SEA9 - ' T P 2
BEC5S + + - T+ + 4+ ++ 9 SEA10 - - - + 0+ 2
BEC6 - - - + - + - 2 SEB1  +  ++ ¥ bt 8
BECT - - + - - -+ 2 SEB2 - - ¥ ¥ 2
BEC8 - - - o+ - - - 1 SEB3 - o+« 4
BEC9 + 4 4+ ++ - 4+  +++ 11 SEB4  + - T T 4t 3
BECIO - - - + - + - 2 SEB5 - - o+ - -+ 2
BOAL - - + - - + + 3 SEB6 - - v b+ 4
BOA2 + 4+  ++ + o+ o+ 11 SEB7  +  + [P 3
IB OA3 - - - + - + - 2 'SEBB - ‘ + ' 4 I 2
IB O A4 I+ I'I- I'I- + I+ I++ I++ I++ I:l_ 1 IS E BQ I+ I+ I+ I+ I+ ++ I+ 8
BOA5 + + + +  ++ ++ ++ 10 SEB10 - '- T - P 3

(-) négative, (+) faiblement positive, (++) modérément positive, (+++) hautement positive (Annexe 1). Ur :
uréase, Pro : protéase, Lip : lipase, Chit : chitinase, Est : estérase, Am : amylase, Cell : cellulase. Sco (score) :
nombre total des (+) pour une méme souche. Les isolats marqués en rouge ont été sélectionnés pour d’autres
tests.
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2.2. Interaction parametres physicochimiques-activités enzymatiques

L’intensité de D’activité enzymatique des isolats sélectionnés a partir de chaque
échantillon de sol était positivement corrélée a leurs valeurs de pH (H20 et KCI) respectives.
Ainsi, les bactéries produisent plus d’enzymes hydrolytiques lorsque le pH de 1’échantillon

dont ils sont issus est élevé (figure 31, 32).
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Figure 29 : corrélation positive entre les valeurs pH
(H20) des échantillons du sol et le score totale des
activités enzymatiques des souches qui leurs sont
correspondantes (p > 0.05 ; r = 0.7746*%).
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Figure 30 : corrélation positive entre les valeurs pH
(KCL) des échantillons du sol et le score totale des
activités enzymatiques des souches qui leurs sont
correspondantes (p > 0.05 ; r = 0.8955*%).
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Les contenus en matiére organique (SOM) des échantillons de sol, a 1’exception de
I’échantillon BEA, ainsi que leurs contenus humides gravimétriques (0g), a I’exception des
deux échantillons BEA et SEB étaient négativement corrélés a 1’activité enzymatique de chaque

groupe d’isolats (figures 33, 34).

2.0
1.5 o
X
=
8 1.0 °
o
0.5 ®
0.0 T T 1
45 50 55 60
SCORE

Figure 31 : corrélation négative entre les valeurs SOM
(%) des échantillons du sol et le score totale des activités
enzymatiques des souches qui leurs sont correspondantes
(p>0.05; r=-0.9503**).
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Figure 32 : corrélation négative entre les valeurs humidité
(6g) des échantillons du sol et le score totale des activités
enzymatiques des souches qui leurs sont correspondantes
(p>0.05;r=-0.8912%).
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Les conductivités électriques (ECs) de tous les échantillons de sol, a 1’exception de
I’échantillon BEA, étaient positivement corrélées au score total des activités enzymatiques

obtenues avec chaque groupe d’isolat correspondant (Figure 35).

EC (ds/m)
°

45 50 55 60
SCORE

Figure 33: corrélation négative entre les valeurs
conductivité électrique (ds/m) des échantillons du sol et le
score totale des activités enzymatiques des souches qui
leurs sont correspondantes (p > 0.05 ; r = - 0.9407**).

2.3. Interactions salinité-matiére organique et salinité-humidité

Une corrélation négative a été constatée entre les valeurs de la conductivité électrique
(EC) des sept échantillons de sol et a la fois leurs contenus humides gravimétriques (6g) et
leurs contenus en matiere organique (SOM %) correspondants. Ainsi, plus la conductivité
électrique d’un échantillon augmente, plus son contenu en matiere organique et en eau

diminue (Figure 36).

2.0 - SOM (%) r=-0.7733 *
—®— Humidité r=-0.9258 **
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Figure 34 : corrélation entre les conductivités électriques
(ds/m) des échantillons du sol et a la fois leurs contenus
en matiere organique et en eau (humidite).
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Un document publié en janvier 1998 par le service de conservation des ressources
naturelles aux Etats Unis (NRCS : Natural resources conservation service) indique que les
sols caractérises par des pH allant de 6.6 a 7.3 sont considérés comme neutres. Les sols dont le
pH varie de 7.4 a 7.8 sont légérement alcalins, tandis que ceux ayant des valeurs de pH
comprises entre 7.9 et 8.4 sont considérés comme Modérément alcalins. Ceci situe nos
échantillons de sol dans les deux catégories neutres et légerement alcalins.

Le pH affecte considérablement les autres parameétres physiques et chimiques dans le
sol. Il influence ¢également ses processus biologiques tel que la fixation de I’azote
atmospherique et la dégradation de la matiere organique. Par conséquence, la croissance des
cultures agricoles et leur rendement est limitée a des valeurs de pH non convenables. Le pH
(KCl) désigne les ions d’hydrogene échangeables dans le sol. Il permet d’avoir une idée
théorique du pH «plancher » vers lequel tendent les sols a cause d’un processus
d’acidification (Rouiller et al., 1994 ; Niklinska et al., 2005 ; Lapinskas et Motuziené 2006 ;
Rousk et al., 2009).

Dans les analyses microbiologiques, la teneur en humidité d’un sol est généralement
rapportée comme le contenu humide gravimétrique (6g). Comme son nom lindique, 6g
représente la masse d'eau par unité de masse du sol sec (Pepper et Gerba, 2004). L’humidité
d’un sol affecte considérablement sa structure, sa porosité et ses autres parametres
physicochimiques. Elle influence également la croissance des plantes et la biomasse
microbienne qui 1’entoure (Hagan, 1955).

Le contenu d’un sol en matiére organique assure la disponibilité conséquente des
éléments minéraux nécessaires pour la croissance végétale et le développement de la biomasse
tellurique, constituant un indice majeur de sa qualité (Reeves, 1997). La matiére organique
d’un sol interagit continuellement avec ses autres propriétés physicochimiques telles que le
pH, la salinité et son contenu en eau. Le taux de la matiere organique augmente généralement
avec I’augmentation de I’humidité d’un sol en raison de la mauvaise aération engendrée par la
saturation en eau. D’un autre coté, La salinité ¢levée et les pH extrémes réduisent les taux de
dégradation de I’humus et, par conséquence, diminuent les apports en mati¢re organique dans
le sol (Bot et Benites, 2005).

Ember et al. (2014) indiquent que la salinité augmente les taux de décomposition

microbienne de la matiere organique dans des zones humides a faibles salinité, ce qui est
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conforme a la corrélation positive trouvées dans ce travail entre la conductivité electrique
(salinité) des échantillons de sol et les activités enzymatiques de leurs souches
correspondantes.

Les isolats issus du sol salin (BEA ; CE> 4) ont montré un score enzymatique élevé
lorsqu'ils sont testés sur un milieu de culture en absence de stress salin. Malgré ¢a, ce méme
échantillon (BEA) a présenté des niveaux élevés en matiere organique, ce qui est
probablement di a I'inhibition des enzymes lytiques dans I’environnement salin a partir duquel
les isolats sont issus. Eivazi et Tabatabai (1988), Garcia et al. (1994) et Batra et Manna (1997)
ont montré que les activités des enzymes du sol sont sérieusement réduites par la salinité,
affectant le recyclage des nutriments et leur utilisation par les plantes. En général, les enzymes
extracellulaires bactériennes dans le sol sont alcalines, contrairement a ceux qui sont libérés
par des champignons et des plantes (Bruce, 2005), ceci pourrait expliquer en grande partie la
corrélation positive observée entre le pH des échantillons de sol et le score total des enzymes
détectées.

La dégradation de la matiere organique a travers les activités cataboliques des
microorganismes dans le sol est 'un des principaux mécanismes a travers lesquels les
bactéries améliorent la croissance des plantes. Les enzymes microbiennes telles que les
uréases, les estérases, les lipases, les protéases, les chitinases et les cellulases jouent un réle
majeur dans les processus de transformation biologique de la matiére organique. (Glick, 1995 ;
Viveros et al., 2010 ; Rana et al., 2012 ; Xun et al., 2015).

L’intérét des bactéries ayant la capacité de secréter de telles enzymes extracellulaires
lors de leur croissance ne s’arréte pas uniquement a la dégradation de la matiere organique
dans le sol. Certains sont largement utilisées dans d’autres secteurs biotechnologiques
(agroalimentaire, détergents, textile, pharmacie, médecine, biologie moléculaire...etc.) (Carrim
et al. 2006/Nassira). Certains d’autres telles que les chitinase et les cellulases jouent un role
clé comme agents de biocontrole en dégradant les parois des champignons phytopathogénes
(Mitchell et Alexander, 1963 ; Sindhu et Dadarwal, 2001).

Kathiresan et al. (2011) reporterent que des bactéries appartenant au genre Azotobacter
produisent des quantités importantes d’amylases, de cellulases, de lipases, de chitinases et de
protéases. D’un autre co6té, Ahmad et al. (2013) révélérent que des bactéries du genre

Pseudomonas synthétisent des protéases, des chitinases, des cellulases et des lipases qui sont
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impliquées dans la dégradation de la matiére organique dans le sol et dans la suppression des
phytopathogénes.

Certaines bactéries appartenant aux genres Bacillus et Pseudomonas ont la capacité de
réduire la croissance des champignons filamenteux en sécrétant des enzymes lytiques telles
que les chitinases. L'application de telles bactéries pour la protection biologique des cultures
contre les pathogenes, en particulier celles contenant de la chitine dans la structure de leur
paroi cellulaire est largement adoptée (Prasad et al., 2015). Kohler et al. (2007) ont observe
que l'inoculation des plantes de laitue avec B. subtilis augmentait significativement les
activités uréasiques, protéasiques et phosphatasiques dans la rhizosphére, participant a
I'amélioration de la croissance des plantes et 1’assimilation des minéraux comme le potassium
et le calcium.

L’isolat bactérien MIC 3 s’est montré capable de produire des enzymes lytiques
(protéase, amylase, cellulase, chitinase et pectinase) et a présenté une activité antagoniste
élevée contre Fusarium oxysporum et Phoma sp. (Avinash et Rai, 2014). Récemment,
Yandigeri et al., (2015) ont rapporté le role de 1’actinomycéte producteur de chitinase
(Streptomyces vinaceusdrappus S5MW2) dans I'amélioration de la croissance des plantes de
tomate et son efficacité comme agent de biocontrdle contre Rhizoctonia solani. Dans une
expérience sous serre, l’enrichissement du sol en chitine avec la souche SSMW2 a
significativement augmenté la croissance des plants de tomates et a considérablement réduit
les symptdmes induits par le pathogéne Rhizoctonia solani.

Xu et Kim (2016) ont évalue le réle de la souche Paenibacillus polymyxa SC09-21
productrice de cellulase et de protéase comme agent de lutte biologique contre le mildiou di
au champignon phytopathogéne Phytophthora sp., ainsi que comme agent stimulateur de la
croissance du poivron. Cette souche a significativement réduit la sévérité de la maladie et a
augmenté les activités de la phénylalanine ammonia-lyase, de la peroxydase, du polyphénol
oxydase et du superoxyde dismutase. La souche SC09-21 a stimulé I'expression des genes
protéiques liés a la pathogénese dans les plantes inoculées. Singh et al. (1999) ont observé que
les deux souches bactériennes chitinolytiques Paenibacillus sp. 300 et Streptomyces sp. 385

peuvent supprimer le flétrissement du concombre causé par F. oxysporum.
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3. Production de I’Acide Indole Acétique (AlA)

La phytohormone AIA a été produite par toutes les souches testées, sa quantité varie de
76.31 ug/mL pour I’isolat BEA4 a 3.35 pg/mL pour I’isolat BOA2. Les isolats BEC9, BOA4
et SEB9 ont produit des quantités d’AIA de 25.7; 47.4 et 32.2 pg/mL, respectivement
(Tableau 14). Selon ce test, 14 isolats (BEA3, BEA4, BEB6, BEC4, BEC5, BEC9, BOA4,
BOAS5, MEA2, MEA4, SEA3, SEA4, SEB7 et SEBY), produisant le plus d’AIA, ont été
sélectionnés pour poursuivre le chemin de sélection. La souche MEA2 (5.3 pg/mL) a eté
sélectionnée prenant en considération son activité enzymatique importante. Similairement,
certains isolats producteurs d’AIA ont été écartés en raison de leur faible croissance sur le

milieu Jensen ou leur faible capacité de produire des enzymes lytiques.

Tableau 14 : production d’AIA par les 28 isolats sélectionnés

Souche IAA (ug/ml) Souche IAA (ug/ml)
BEA1 123+28 BOA5 40.2+55
BEA3 38.0+27 BOA8 20327
BEA4 76.3+7.7 MEA1 113+26
BEA6 12.3+42 MEA2 053+25
BEB3 154+28 MEA4 314+14
BEB4 231+41 MEA6 07.4+0.0
BEB6 30.3+84 SEA3 269+14
BEB9 053+13 SEA4  243+59
BEC1 10.2+42 SEA6 03408
BEC4 342+238 SEAS8 23.3+2.7
BEC5 344+59 SEB1 12.7+0.7
BEC9 257+26 SEB4 084+1.2
BOA2 03.3%238 SEB7 32.6£5.0
BOA4 474+56 SEB9 322+14

En plus d'étre la premiére classe de phytohormones a étre identifier, les auxines ont la
capacité d'influencer, pratiquement, tous les aspects physiologiques du développement des

plantes. L’ AIA est une auxin qui agit sur la promotion de la division cellulaire, la dominance
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apicale, I’initiation des racines, la différenciation des tissus vasculaires et la modulation des
especes réactives de 1I’oxygene (Went et Thimann, 1937). Depuis longtemps, I'AlA a été utilisé
comme une ligne importante pour sélectionner des bactéries du sol ayant une grande capacité a
promouvoir la croissance des plantes (Abd EI-Azeem et al., 2007 ; Bakthavatchalu et al., 2012
; Vacheron et al., 2013 ; Dinesh et al., 2015 ; Etesam et al., 2015).

Tsavkelova et al. (2006), Jha et Kumar (2009), Soltani et al. (2010) et Kumar et al.
(2014) ont signalé que les bactéries des genres Flavobacterium, Pseudomonas, Achromobacter
et Azotobacter peuvent produire des quantités importantes d'AlA et favoriser la croissance du
blé. D’un autre co6té, les souches bactériennes (Pseudomonas putida, P. fluorescens et
Azospirillum lipoferum) ont été utilisées par Sharma et al. (2014) pour améliorer la croissance
du riz. Les trois bactéries ont montré une aptitude remarquable a produire 1’auxine AIA et ont
aidé les plantes inoculées a exprimer des pigments photosynthétiques et une teneur en
chlorophylle plus élevés. Les trois souches ont également permis d’obtenir une biomasse
seche plus élevée par rapport aux témoins non inoculés.

Une souche de Pseudomonas putida (BHUJY23) produisait des quantités élevées d'AlA
et s’est montrée utile pour ’amélioration du rendement du riz, ainsi que comme agent
antagoniste efficace contre les phytopathogenes (Lavakush et al., 2012). Hasan et al. (2014)
ont confirmé les effets bénéfiques de la coinoculation des deux bactéries productrices d'AlA
appartenant aux genres Rhizobium et Azospirillum sur la croissance du riz. Les deux inocula
ont abouti a une augmentation de la longueur des racines et des poids frais/sec des plantes. Les
bactéries appartenant aux genres Bacillus et Citrobacter ont montré une amélioration
significative de la croissance racinaire des plantes de riz inoculées. Ces résultats ont été
attribués, entre autres, a la production d'AlA par les isolats étudiés (Yadav et al., 2011 ; Habib
etal., 2015).

Beyeler et al. (1999) ont rapporté qu'une souche génétiquement modifiée de P.
fluorescens CHAO (surproductrice d’AIA) était plus efficace comme promotrice de la
croissance du concombre que la souche sauvage. A titre d’exemple, la souche mutante
CHAO/pME3468 a augmenté le poids frais des racines du concombre de 17 a 36%, par rapport
a l'effet de la souche de CHAO sauvage. Gravel et al. (2007) ont constaté que I'application de
I'ATA (10 pg ml-1) par immersion sur le milieu de croissance ou par pulvérisation sur la partie

aérienne des plantules a permis de réduire les symptdmes causés par le champignon
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phytopathogéne Pythium ultimum sur des plantes de tomate. En outre, Khan et al. (2016) ont
rapporté que parmi plusieurs souches bactériennes testées, I'endophyte B. subtilis LK14
produisait la plus forte quantité d'AIA (8,7 uM) et augmentait significativement la biomasse
des racines et des tiges de la tomate. La souche a également amélioré les teneurs en

chlorophylle (a et b) dans les plantes inoculées par rapport au témoin.

4. Production de sidérophores

A T’exception des trois isolats BEB4, BOAS et MEA4, toutes les souches testées ont
montré un resultat positif sur le milieu a base de CAS-S. Ce test a permis de sélectionner 8
isolats (BEA3, BEA4, BEC4, BEC9, BOA4, SEA4, SEB7 et SEB9) producteurs de
sidérophores (Tableau 15 ; Figure 37).

Tableau 15 : production de sidérophores par les 14 isolats sélectionnés

Souche Production de siderophore Souche Production de siderophore
BEA3 +++ BOAS -

BEA4 +++ MEA2 ++

BEB4 - MEA4 -

BEBG6 + SEA3 +

BEC4 +++ SEA4 +++

BEC9 +++ SEB7 +++

BOA4 +++ SEB9 +++

- : résultat négatif, + : faiblement positif, ++ : modérément positif, +++ : hautement positif (annexe 1).

Figure 35 : production de sidérophores par les souches
BEA3, BEA4, BEC4 et BEC9 apres 48heures
d’incubation (originale).
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En agriculture, la chélation du fer par I'intermédiaire de sidérophores bactériens est un
caractere désiré a double intérét; d’un coté, les sidérophores bactériens constituent une source
importante de fer assimilable pour les plantes ; d’un autre coté, la chélation du fer par les
PGPR constitue un caractere compétitif pour la colonisation spatiale contre les agents
pathogenes des plantes (champignons, bactéries) (Sayyed et al., 2005 ; Hofte et Bakker 2007 ;
Miethke et Marahiel 2007 ; Tailor et Joshi 2012). Selon Laslo et al. (2011) et Beneduzi et al.
(2012), les sidérophores peuvent également agir comme un signal stimulateur de la production
d’autres métabolites impliqués dans la lutte contre les phytopathogenes. Ajoutant a ca, il a eté
rapporté que certaines bactéries nécessitent un systéme intact de sidérophores pour exprimer
certaines fonctions vitales telles que la fixation d’azote (Neilands, 1995). Les sidérophores
produits par les PGPR peuvent également étre impliqués dans la chélation des métaux lourds
et par conséquence, dans la stimulation de la croissance végétale sous concentrations critiques
en metaux lourds (Islam et al., 2014 ; Gontia-Mishra et al., 2016).

Jusqu'en 2014, plus de 500 molécules de type sidérophore ont été identifiées (Kannahi et
Senbagam, 2014). Des bactéries appartenant aux genres Azotobacter (Fekete et al., 1983),
Azospirillum (Tortora et al., 2011), Pseudomonas (Tailor et Joshi, 2012), Agrobacterium
(Rondon, 2004), Alcaligenes (Sayyed et Chincholkar, 2010), Enterobacter et Achromobacter
(Tian et al., 2009), Rhizobium (Datta et Chakrabartty, 2014), Bradyrhizobium (Abd-Alla,
1998) sont connus pour leur role potentiel dans la promotion de la croissance de nombreuses
cultures a travers la production de sidérophores. Par conséquent, les sidérophores sécrétés par
de nombreux PGPR sont considérés comme un trait primordial pour la sélection et
l'application de bactéries efficaces dans 1’amélioration de la production végétale.

L’isolat indigéne B. subtilis CTS-G24, producteur d’un sidérophore de type
hydroxamate, s’est montré efficace contre le flétrissement et la pourriture séche des racines
causées par les deux champignons phytopathogénes Fusarium oxysporium f. sp. Ciceri et
Macrophomina phaseolina chez le pois chiche (Patil et al., 2014). Dans une autre étude, un
pigment jaune-vert (pseudobactine) qui présentait des propriétés typiques d'un sidérophore a
¢té isolé a partir d’une culture en bouillon de la souche Pseudomonas B10 cultivée dans un
milieu déficient en fer (Kloepper et al., 1980). Dans une expérience sous serre, I'application de
la pseudobactine pure ou de la souche B10 en tant qu'inoculum a significativement amélioré la

croissance de la pomme de terre par rapport aux témoins traités avec de I’eau. De plus, la
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souche B10 et la pseudobactine ont significativement réduit la population fongique dans le
rhizoplane des plantes, suggérant que les sidérophores bactériens jouent un réle crucial dans
I'amélioration de la croissance des plantes en séquestrant le fer dans la zone racinaire et par
antagonisme vis-a-vis des phytopathogenes. Le r6le des bactéries productrices de sidérophores
dans lI'amélioration de la croissance de la pomme de terre a également été rapporté par Bakker
et al. (1986) et Weishbeek et al. (1987).

De plus, dans une expérience en culture hydroponique, des sidérophores secrétés par la
souche bactérienne Chryseobacterium C138 ont montré une grande efficacité comme
fournisseurs de fer aux plantes de tomate poussant dans un milieu dépourvu en fer (Radzki et
al., 2013). De méme, le role de la pyoverdine, siderophore fluorescent produit par la souche
Pseudomonas aeruginosa RBL 101, dans la suppression de la fonte des semis induite par
Pythium sur des plantes de tomate a été rapporté par Jagadeesh et al. (2001). Ainsi, les
mutants RBL 1015 et 1011, surproducteurs de sidérophores, ont supprimé les symptdmes plus
efficacement (75 et 37%, respectivement) que la souche sauvage (12,5%). Dans une autre
étude sur sol stérile, Valencia-Cantero et al. (2007) ont observé une augmentation significative
de la teneur en fer et de la croissance des plantes d’haricots inoculées avec Bacillus
megaterium UMCV1, Arthrobacter spp. UMCV2, Stenotrophomonas maltophilia UMCV3 et
S. maltophilia UMCV4 par rapport aux plantes non inoculées. Dans des études similaires, le
role des bactéries telles que Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescens, P. putida et S.
marcescens dans l'induction de la résistance chez les légumes tels que le haricot, la tomate, le
radis et le concombre contre des phytopathogenes comme Colletotrichum lindemuthianum, C.
orbiculare, Botrytis cinerea et Fusarium est également rapporté. L’induction de ce type de
résistance dans les cas précédemment cités nécessite un systéme de sidérophores bactériens,
(Hofte et Bakker, 2007).

Deux souches bactériennes productrices de sidérophores et résistantes aux métaux
lourds, a savoir Enterobacter ludwigii (HG 2) et Klebsiella pneumoniae (HG 3), ont été
efficacement utilisées par Gontia-Mishra et al. (2016) pour atténuer la toxicité du mercure
chez le blé (Triticum durum), suggérant leur utilité en tant que candidats potentiels pour
I'atténuation du stress di au mercure et I'amélioration de la croissance du blé. Pandey et al.
(2013) ont étudie le role des deux souches résistantes aux metaux lourds et productrices de
sidérophores Ochrobactrum sp. (CdSP9) et de Bacillus spp. (AsSP9) dans la bioremédiation
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du riz. Les deux souches ont montré un potentiel important dans la réduction de I'effet toxique
des métaux lourds et ’amélioration de la biomasse globale et le rapport racine/tige des plantes
du riz. Dans un travail realisé par Islam et al. (2014), les plantes de blé soumis a des
concentrations élevées en zinc ont montré une couleur verte plus intense sur leurs feuilles et
un contenu plus élevé en fer une fois inoculés par une souche bactérienne productrice de
sidérophores, appartenant au genre Pseudomonas. Cette bactérie favorise également la
croissance du blé en serre (la biomasse séche des plantes et des racines ont été améliorées de
23% et 45%, respectivement), cela a été attribué en grande partie a la capacité de cette bactérie
a produire une quantité importante de sidérophores.

Rana et al. (2012) ont attribué le réle significatif d'une souche du genre Providencia
dans la promotion de la biomasse du blé, de son rendement en graines et son teneur en macro-
et en micronutriments (NPK) a sa capacité de production des sidérophores, a son activité
antifongique et ses interactions synergiques avec d'autres bactéries de la rhizosphére. D’un
autre c6té, un Pseudomonas fluorescens WCS374r s'est avéré impliqué dans 1’induction de la
résistance systémique du riz contre Magnaporthe oryzae. Cette résistance est déclenchée par la
pseudobactine (sidérophore), permettant d’initier une réponse de défense polyvalente
répressible par l'acide salicylique (De Vleesschauwer et al., 2008). Un autre complexe fer-
sidérophore de la souche de P. fluorescens s’est révélé impliqué dans 1’augmentation de la
teneur en phénol et en enzymes oxydant le phénol dans les plantes de riz, induisant une
résistance systémique a cette plante contre l'incitation de Pyricularia oryzae (Amutharaj et al.,
2013). De plus, Naureen et al., (2015) Ont utilisé un consortium de bactéries productrices de
sidérophores pour améliorer la croissance du riz et induire sa résistance systémique contre le
champignon phytopathogene Rhizoctonia solani. Dans le cadre de cette étude, Naureen et ses
coéquipiers ont montré la forte corrélation entre le pouvoir antagoniste et la production de

sidérophores par les bactéries étudiées.

5. Solubilisation de phosphate tricalcique

Les isolats BEA4, BEC4, BEC9, BOA4, SEB7 et SEB9 ont montré une capacité a
solubiliser le phosphate tricalcique sur le milieu de Pikovskaya avec des indexes de
solubilisation qui varient entre 0.36 (BOA4) et 0.83 (SEB7). Les isolats BEA3 et SEA3 n’ont

pas été capables de solubilisé le phosphate tricalcique. L’isolat BEC4 a été écarté en raison de
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sa faible capacité a croitre sur le milieu Jensen par rapport aux autres souches sélectionnées
(tableau 16, figure 38).

Tableau 16 : solubilisation du phosphate tricalcique par les 8 isolats sélectionnés

Solubilisation du phosphate

Diametre de la Diametre de la zone de Index de
colonie (cm) solubilization (cm) solubilisation (SI)
BEA3 11 1.1 1.00
BEA4 11 14 0.79
BEC4 0.6 1.0 0.40
BEC9 0.8 2.0 0.40
BOA4 0.9 2.5 0.36
SEA3 1.2 1.2 1.00
SEB7 1.0 1.2 0.83
SEB9 1.3 2.0 0.65

S| = [Diamétre de la zone de solubilization / Diamétre de la colonie] (cm).

Figue 36 : zone de solubiliation du phosat
tricalcique par 1’isolat SEB9 sur le milieu de
Pikovskaya apres 48 h d’incubation (originale).
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Parmi la grande diversité des PGPR, les espéces Achromobacter xylosoxidans (Ma et al.,
2009), Bacillus polymyxa (Nautiyal, 1999), Pseudomonas putida (Malboobi et al., 2009),
Acetobacter diazotrophicus (Dutta and Podile, 2010), Agrobacterium radiobacter (Leyval et
Berthelin, 1989), Bradyrhizobium mediterranium (Peix et al., 2001), Enterobacter aerogens et
Pantoea agglomerans (Chung et al., 2005), Gluconacetobacter diazotrophicus (Crespo et al.,
2011) et Rhizobium meliloti (Krishnaraj et Dahale, 2014) sont connues comme solubilisatrices
de phosphate dans le sol et promotrices de la croissance des plantes. Parmi les bactéries non
symbiotiques, les bactéries appartenant au genre Azotobacter sont considérées comme de
potentiels solubilisateurs de phosphate et promoteurs de la croissance végétale (Nosrati et al.,
2014).

Kaur et Reddy (2015) ont constaté que l'inoculation du mais et du blé avec les deux
bactéries solubilisatrices de phosphate (BSP) Pantoea cypripedii (PSB-3) et Pseudomonas
plecoglossicida (PSB-5), ainsi que I’utilisation du phosphate rocheux comme fertilisant a
permis d’augmenté la taille des plantes et la quantité du phosphate totale absorbé par rapport
au témoin. Dans une expérience sous serre, l'application d’une BSP appartenant au genre
Azotobacter, seule ou avec des engrais chimiques, a significativement amélioré le rendement
et la biomasse racinaire de trois variétés de blé (Kumar et al., 2001). De plus, plusieurs
travaux ont démontré I'efficacité des BSP telles que Pantoea, Azotobacter, Rhizobium,
Pseudomonas et Serratia dans la promotion de lI'assimilation du phosphate et I'amélioration de
la croissance du blé sous différentes conditions (Kumar et Narula, 1999 ; Afzal et Bano, 2008 ;
Schoebitz et al., 2013 ; Sarker et al., 2014 ; Kaur et Reddy, 2015). Une expérience in vitro a
été réalisée par Panhwar et al. (2012) afin d’étudier ’effet du phosphate tricalcique et des
deux Bacillus spp. PSB9 et PSB16 sur la croissance aérobie du riz. Les résultats ont montré
que le couple «bactéries-phosphate tricalcique» permet d’améliorer la croissance du riz en
facilitant I’assimilation du phosphate par les plantes et en augmentant sa disponibilité dans le
sol. Egalement, les deux BSP, identifiées comme Gluconacetobacter sp. (MTCC 8368) et
Burkholderia sp. (MTCC 8369) ont montre, dans des expériences en pots, une capacité
importante a améliorer la croissance du riz (Stephen et al., 2015). De méme, Vahed et al.
(2012) et Panhwar et al., (2011) ont également discuté le rdle de certaines BSP dans

I'amelioration de I'absorption du phosphate et la croissance du riz.
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Malboobi et al. (2009) ont évalué la performance des trois BSP Pantoea agglomerans
P5, Microbacterium laevaniformans P7 et P. putida P13 dans la rhizosphere de pomme de
terre. Les trois isolats ont montré un grand pouvoir d’adaptation avec la microflore autochtone
de la rhizosphere de la pomme de terre. La combinaison des souches P5 + P13 et P7 + P13 a
permis d’obtenir une biomasse et un nombre de tubercules plus ¢élevés sous serre et méme sur
champ. L'effet positif des BSP (B. megaterium var. Phosphatase, P. agglomerans, M.
laevaniformans, P. putida, P. cepacia, P. fluorescens, Xanthomonas maltophilia, Enterobacter
cloacae, Acidovorans delafieldii, Rhizobium sp., A. chroococcum et Burkholderia anthina) sur
la promotion de la croissance certains légumes (pomme de terre, tomate, poivre, concombre,
pois etc.) a été rapporté par Walpola et Yoon (2013), Rizvi et al. (2014), Pastor et al. (2014) et
Bahena et al. (2015).

Récemment, plusieurs travaux ont rapportés I’implication des bactéries solubilisatrices
de phosphate (BSP) dans la restauration de la croissance des plantes sous stress des
concentrations inhibitrices en métaux lourds. Ahemad (2015) publia un travail intéressant sur
le r6le des BSP dans la phytoremédiation des métaux lourds. Il rapporta que les associations
plantes-BSP permettent de surmonter les inconvénients imposés par le stress di aux meétaux
lourds chez les plantes. De plus, Paul et Sinha (2015) ont mené une expérience visant a isoler
et a sélectionner des BSP avec une grande capacité a tolérer le stress di métaux lourds. Ils ont
suggeré que l'utilisation de telles bactéries dans les zones contaminées par des métaux lourds
pourrait constituer un moyen potentiel dans le domaine de la bioremédiation.

A la fin de cette série de sélection, les quatre isolats choisis (BEA4, BEC9, BOA4 et
SEB9) ont été testés pour leur capacité a produire d’autres métabolites, moléculairement

identifiés et conservés afin d’étre utilisés dans le reste du travail.

6. L’utilisation de ’ACC comme seul source d’azote

Les quatre souches BEA4, BEC9, et BOA4 SEB9 sont capables de croitre en présence
de I'ACC comme seule source d'azote. La croissance des deux isolats BEA4 et BEC9 était
beaucoup plus rapide en présence de I’ACC et de (NH4)2SOs qu'en absence d'azote.
Cependant, aucune différence significative n'a été deétectée dans la croissance des deux
souches et BOA4 BEC9 en présence et en absence de I’ACC comme seule source d'azote dans

le milieu (Figure 39).
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Figure 37 : croissance des quatre souches A (BEA4), B (BEC9), C (BOA4) et D (SEB9) en
absence et en présence de NH4(SO4) ou d’ACC comme seule source d’azote dans le milieu.

En raison de leur capacité a fixer de 1’azote atmosphérique, les quatre isolats ont pu
croitre en absence d’azote. Ainsi, leur croissance remarquée en présence d’ACC n’indique pas
nécessairement leur capacité a le dégrader. Cependant, la différence de la vitesse de
croissance et de la densité optique obtenues avec les deux souches BEA4 et BEC9 a la fin de
I’expérience, en présence et en absence d’ACC, laisse suggérer la capacité de ces deux isolats
a utiliser I’ACC comme une source d’azote, facilitant leur croissance sur le milicu utilisé dans
cette essai.

L'enzyme 1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) désaminase est synthétisée par
une large gamme de bactéries rhizosphériques. Cette enzyme permet de diminuer les quantités
déléteres d'éthyléne et d’équilibrer les niveaux de 1’acide abscissique (ABA) dans les tissus
des plantes stressées (Glick et al., 2007 ; Glick, 2014). L'enzyme ACC désaminase dégrade

I'’ACC (précurseur direct de 1’éthyléne) en a-kétobutyrate et en ammoniac pour fournir de
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I’azote et de 1'énergie. Conséquemment, I’ACC désaminase abaisse les niveaux d'éthyléne
dans les tissus stressés (Penrose et Glick, 2003). 1l a été démontré que de nombreux stress
biotiques (virus, bactéries, champignons et insectes) et abiotiques (sel, métaux lourds,
sécheresse et rayonnements etc.) pourraient étre soulagés par 1’application de bactéries
productrices d'ACC désaminase (Shaharoona et al., 2012 ; Lugtenberg et Kamilova, 2009).
Entre autres, les bactéries du sol appartenant aux genres Agrobacterium, Azospirillum,
Alcaligenes, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Methylobacterium, Pseudomonas,
Ralstonia, Rhizobium, Rhodococcus, Sinorhizobium, Kluyvera, Variovorax et Paradoxus ont
été rapportées comme ayant la capacité de produire de I’ACC désaminase (Saleem et al.,
2007 ; Hao et al., 2010 ; Toklikishvili et al., 2010 ; Barnawal et al., 2012 ; Glick, 2014).

Le role bénéfique des bactéries productrices de I’ACC désaminase dans la croissance
des légumes est largement rapporté. La souche bactérienne Mesorhizobium ciceri LMS-1 est
transformée par accouplement triparental avec le plasmide pRKACC contenant le géne ACC
deaminase (acdS) issu de la souche Pseudomonas putida UW4. Le mutant Mesorhizobium
ciceri LMS-1 (pRKACC) producteur d’ACC désaminase a significativement augmenté la
performance de nodulation de pois chiche et sa biomasse totale par rapport a la souche
sauvage LMS-1 (127% et 125%, respectivement). Ces résultats suggérent que I'utilisation des
bactéries productrices d’ACC désaminase pourrait étre tres importante pour développer des
inocula microbiens a des fins agricoles (Nascimento et al., 2012). D’un autre c6té, Mayak et
al. (2004) ont décrit le role d’une souche bactérienne productrice d’ACC désaminase
appartenant a 1’espéce Achromobacter piechaudii dans I’induction de la résistance chez les
plantes de tomate sous stress salin. Cette bactérie a réduit de fagon significative les niveaux
d'éthyléne dans les plantes et a augmenté le poids frais/sec de la tomate cultivée en présence
de 172 mM NaCl. La bactérie a également augmenté l'efficacité de l'utilisation de I'eau par les
plantes par rapport au témoin, suggérant l'utilité de telles PGPR dans l'atténuation du stress
salin. De méme, il a été constaté que les bactéries halotolérantes et productrices d’ACC
désaminase Brevibacterium iodinum, B. licheniformis et Zhihengliuela alba induisaient une
amélioration de la croissance et de la tolérance au sel du poivron rouge cultivé sous conditions
de stress (Siddikee et al., 2011). L'inoculation des plantes avec B. licheniformis RS656, Z.
alba RS111 et B. iodinum RS16 a permis de réduire les niveaux de 1’éthyléne dans les tissus

du poivron a des valeurs respectives de 44, 53 et 57% et a soulagé les effets du stress sur les
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plantes inoculées en comparaison au témoin. De nombreuses autres études ont signalé le role
des PGPR productrice d’ACC désaminase dans 1’amélioration du rendement agricole sous
différentes contraintes (Husen et al., 2011 ; Ali et al.,, 2014 ; Belimov et al., 2015).
Govindasamy et al. (2015) ont rapporté l'effet des rhizobactéries productrices d'ACC-
désaminase sur la croissance de blé sous stress di au cadmium. Les isolats testés ont
significativement augmenté I'allongement des racines et minimisé la synthése de I'éthyléne
dans les plantules de blé sous concentrations élevées en cadmium. En effet, les souches les
plus efficaces (Pseudomonas sp. PS 2-3 et Pseudomonas fluorescens PS 7-12) ont montré la
présence du gene acdS codant pour I’ACC désaminase.

Abbas et al. (2013) ont obtenu un meilleur rendement et une meilleure teneur en
chlorophylle du riz inoculé avec des bactéries productrices d'ACC désaminase sous stress
salin par rapport au témoin. De méme, les deux souches productrices d’ACC désaminase
Pseudomonas putida CEN7 et Pseudomonas fluorescens CEN8 ont abouti a une
augmentation significative de la longueur des racines, montrant un potentiel important dans la
colonisation racinaire des plants de riz (Etesami et al., 2014). Ajoutant a ¢a, I’inoculation par
la bactérie productrice d’ACC désaminase Rhizobium leguminosarum (SN10) permet
d’augmenter la biomasse, la langueur des racines et la teneur en azote chez quatre variétés de
riz. De plus, la bactérie a montré une forte réaction de chimiotactisme aux graines du riz et ses
exsudats racinaires (Bhattacharjee et al., 2012). De nombreux autres travaux ont également
évoque le role des PGPR productrices de I’ACC désaminase, notamment celles appartenant au
genre Pseudomonas, dans I'amélioration de la croissance du riz sous différentes contraintes
telles que la salinité, les inondations et les métaux lourds (Bal et al., 2013 ; Etesami et al.,
2014 ; Han et al., 2015). D’un autre c6té, des résultats similaires ont été obtenus avec les
graines ou les plantes de blé inoculé par des bactéries productrices d’ACC-deaminase telles
gue Pseudomonas, Serratia et Burkholderia sous conditions de stress (salinité, sécheresse
etc.) (Shaharoona et al., 2007 ; Zahir et al., 2009 ; Shakir et al., 2012 ; Hassan et al., 2015 ;
Hassan et al., 2016 ; Pande et al., 2016 ; Singh et Jha, 2016).

7. Production de I’acide cyanhydrique
L’isolat SEB9 s’est révélé le seul ayant la capacité d’exprimer de ’'HCN, le papier
Whatman dans les boites ensemencées avec isolats BEA4, BEC9 et BOA4 n’a montré aucun

virage de couleur (Figure 41).
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L’acide cyanhydrique est un métabolite produit par une large gamme d’organismes, y
compris des bactéries, des champignons, des plantes et des insectes. Ce métabolite gazeux
possede des propriétés toxiques, agissant comme un inhibiteur métabolique général (Kamei et
al., 2014). L’HCN est considéré comme un trait important dans la sélection des PGPR,
particulierement ceux recherchés pour étre utilisés dans le biocontréle des phytopathogénes.
En effet, le HCN fait partie des composés antifongiques puissants produits par les PGPR, étant
impliqué dans la lutte biologique contre les agents pathogénes (Agbodjato et al., 2015) (voir

plus de discussion, pages 126-127).

8. Production de ’ammoniac

Parmi les quatre isolats testés, seuls BOA4 et BEC9 ont montré un virage de couleur
indiquant la production d’ammoniac dans le milieu (figure 40). Des études réalisées par (REF)
ont montré que des PGPR appartenant aux genres Azotobacter, Azospirillum, Pseudomonas,
Bacillus, Flavobacterium, Achromobacter et Enterobacter ont la capacité de produire des
quantité¢ importantes d’ammoniac, participant a la promotion de la croissance des plante

I’amélioration de leur croissance sous stress due aux pathogénes (voir pages 126-127).

Figure 38 : production d’ammoniaque par Figure 39 : production de ’'HCN par les
les isolats (de gauche a droite) : BEA4 (-), quatre isolats BEA4 (-) ; BEC9 (-) ; BOA4
BEC9 (+), SEB9 (-), BEAS3 (+), BOA4 (+). (-) ; SEB9 (+).
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I11. ldentification et caractérisation des isolats sélectionnés

1. Identification moléculaire

La comparaison des séquences partielles d’ARN, 16S des quatre souches (Annexe 2)
avec celles déposées dans les banques de données « GenBank » a été réalisée par alignements
multiples en utilisant les algorithmes heuristiques BLAST « Basic Local Alignment Search
Tool ». Les quatre séquences obtenues des souches BEA4, BEC9, BOA4 et SEB9 ont été a
plus de 99% similaires a celles des souches Flavobacterium johnsoniae-NW53, Pseudomonas
putida-BD17-R08, Achromobacter xylosoxidans-141 et Azotobacter chroococcum-ISSDS-
356, respectivement. Le logiciel MEGA 6.06 a été utilisé pour la construction de I’arbre

phylogénétique des isolats identifiés en utilisant I’algorithme Neighbor-Joining (Figure 42).

Azotobacter chroococcum strain GD5S 168 nbosomal RNA gene partial sequence
Azotobacter chrooceccum strain YCYS 165 nbosomal RNA gene partial sequence
Azotobacter chroecoccum strain CL13 165 nbosomal RNA gene partial sequence
Azotobacter chroococcum strain ISS0S-356 165 nbosomal RNA gene part:al sequence
monas sp. NR 6-08 16S nbosomal RNA gene partial sequence

Pseudomonas fluorescens strain Ampds 168 nbosomal RNA gene partal sequence
Pseudomonas $p. 85-1 168 nbosomal RNA gene partial sequence

Pseudomonas putsda partial 16S rRNA gene isolate BD17-R08

Achromobacter marpiatensis partial 16S rRNA gene isolate S16

Achromobacter sp. GSE4 165 nbosomal RNA gene partial sequence
Achromobacter xylosoxdans partial 165 (RNA gene isolate BO17ACC-E41
Achromobacter xylosoxdans stran 141 165 nibosomal RNA gene partal sequence
foow]

Flavobactenum sp. A2051 16S nbosomal RNA gene partial sequence

Flavobactenum dendrificans strain KUDC1753 16S nbosomal RNA gene partial sequence
Flavobactenum denitrficans strain KUDC1760 165 nbosomal RNA gene partial sequence

Flavobactenum johnsoniae strain NW53 16S ribosomal RNA gene partial sequence

—_—
0L

Figure 40 : arbre phylogénétique construit par 1’algorithme Neighbor-Joining sur la base de
quelques séquences d’ARN; 16S obtenues par BLAST. La barre indique 5% de divergence
entre les séquences (Annexe 2).

2. Caractéres morpho-physicochimiques
Les quatre isolats sont mobile, Gram + et ont une réaction positive au catalase et a
I’oxydase. Les résultats des tests de caractérisation morpho-physicochimiques obtenus pour

les quatre souches sont récapitulés dans le tableau 17. Repiquées sur le milieu LB, les quatre
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souches donnent des colonies a formes arrondies, légérement bombées et de couleurs
variables. Cependant, les colonies présentent des formes et des couleurs différentes une fois
repiquées sur le milieu N-free Jensen. Elles deviennent de couleur blanchatre, plus muqueuses
et poussent en nappes en prolongeant la durée d’incubation (Figures 43, 44, 45). Ce
changement de formes est probablement 1ié¢ a la production d’une quantité considérablement
accrue d’exopolysaccharides servant a la protection de la nitrogénase. Ces exopolysaccharides
protégent également les bactéries de la dessiccation par modification de leurs
microenvironnements en se liant aux cations sodium (Na*) et sont souvent impliqués dans les
cas de stress hydrique (Robertson et Firestone, 1992 ; Becker et Pihler, 1998).

Les critéres morpho-physicochimiques étudiés pour les quatre souches coincident avec
les données de la littérature. Ainsi, les souches F. johnsoniae, P. putida, A. xylosoxidans sont
caractérisées par une forme bacillaire de taille qui varie d’une espéce a 1’autre (McBride,
2004 ; Brenner et al., 2005). Les cellules de la souche A. chroococcum prennent de multiples
formes sur la méme lame (pléomorphe) avec présence de kystes (figure x) (Winogradsky,
1938 ; Dhanasekar et al., 2003 ; Kisten et al., 2006 ; Becking, 2006).

Les especes appartenant aux genres Flavobacterium, Pseudomonas, Achromobacter et
Azotobacter sont des bactéries Gram négative (Duggan et al., 1996 ; Manfredi et al., 2000 ;
Aquilanti et al., 2004 ; Brenner et al., 2005). Aussi, les quatre souches F. johnsoniae, P.
putida, A. xylosoxidans et A. chroococcum se sont révélées mobiles, avec une réaction positive
a I’oxydase et au catalase, se concordant avec les travaux de Tchan (1984), Duggan et al.

(1996), McBride (2004) et Henry et Speert (2011).

Tableau 17 : Caracteres morpho-physicochimiques des quatre souches sur milieu LB

BEA4 BEC9 BOA4 SEB9
Aspect Arrondies, Bombé, Bombé, Blanchétre,
macroscopique | Aplaties, Légérement | Blanchéatre, muqueuse, diffuse
Oranges-dorées | verdatre Aspect régulier
Enkystement - +
Forme Bacilles Pléomorphes
microscopique
Mobilite +
Gram -
Catalase +
Oxydase +
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Figure 41 : Asfaect des>souches aprés coloration de Gram (F. johnsoniae-BEA4 ; P. putida-
BEC9 ; A. xylosoxidans-BOA4 ; A. chroococcum-SEB9).

Figure 42: Aspect, sur milieu LB, des Figure 43 : Aspect, sur milieu Jensen, des
quatre souches (A : P. putida-BEC9 ; B : F. quatre souches (A : P. putida-BEC9 ; B : F.
johnsoniae-BEA4 ; C : A. Xylosoxidans- johnsoniae-BEA4 ; C : A. xylosoxidans-
BOA4 ; D : A. chroococcum-SEBD9). BOA4 ; D : A. chroococcum-SEBD9).

3. PH optimum de croissance

La souche BEA4, présente une meilleure croissance dans un pH légérement alcalin 8,00.
En deca et au-dela, on observe une diminution de la croissance. La souche BEC9 est moins
sensible aux variations de pH par rapport aux autres souches, elle croit le mieux a un pH situé
entre 6,5 et 7. Une meilleure croissance a été observée avec la souche BOA4 a un pH de 7,5.
Apreés cette valeur la croissance bactérienne diminue. Un pH neutre (7,00) favorise le mieux la
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croissance de la souche SEB9. Cette derniére est la plus sensible aux variations du pH (figure
46). La croissance des souches s’est révélée meilleure sur une gamme de pH variant de 6.5 a 8,
avec un optimum de pH aux alentours de la neutralité. Goodfellow et Williams (1983) ont
montrées que la plupart des bactéries du sol préferent les pH neutres et Iégerement alcalins ce
qui est en corrélation avec nos résultats ainsi que les résultats obtenus lors de 1’étude des
propriétés physicochimiques des échantillons du sol a partir desquels les souches ont éte

isolées (Tableau 12).
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Figure 44 : Détermination du pH optimum de la croissance souches A : F. johnsoniae-BEA4 ;
B : P. putida-BEC9 ; C : A. xylosoxidans-BOA4 ; D : A. chroococcum-SEB9.

Les souches F. johnsoniae-BEA4, P. putida-BEC9 et A. xylosoxidans-BOA4 peuvent
croitre sur une large gamme de pH allant de 6,5 a 9. Des valeurs similaires ont été constatées
chez d’autres souches appartenant aux mémes especes ou d’especes voisines (McMahon et al.,
2007 ; Chavez-Parga et al., 2012 ; Elsayed et EI-Nady, 2013 ; Sreedevi et al., 2013). D’apres
notre étude, la souche Azotobacter chroococcum-SEB9 croit sur une gamme de pH tres étroite
ce qui est confirmé avec d’autres souches de cette méme espece dans des travaux réalisés par

Lees et Postgate (1973), Hine et Lees (1976), Pozo et al. (2002) et Kisten et al. (2006).
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Les PGPR peuvent affecter la croissance des plantes a travers plusieurs mécanismes.
Dans la premiere partie de ce travail, nous avons établi une sélection hiérarchique sur la base
de certaines propriétés connues pour leurs roles potentiels en agriculture telles que la fixation
d’azote, les activités cataboliques (uréase, protéase, lipase, chitinase, estérase, amylase et
cellulose), la production de I’AIA, de sidérophores et la solubilisation de phosphate, ceux-Ci
dans le but d’isoler des bactéries diazotrophes ayant la capacité de promouvoir la croissance
des plantes. Quatre souches bactériennes BEA4-Flavobacterium johnsoniae, BEC9-
Pseudomonas putida, BOA4-Achromobacter xylosoxidans et SEB9-Azotobacter chroococcum

ont été sélectionnées en utilisant cette méthode.

Nos résultats concernant le test de production de I'AIA sont conformes aux résultats
obtenus dans d’autres travaux. Rubio et al. (2000), Tsavkelova et al. (2006), Jha et Kumar
(2009), Soltani et al. (2010) et Kumar et al. (2014) ont rapporté que les genres
Flavobacterium, Pseudomonas, Achromobacter et Azotobacter peuvent produire des quantités

importantes d'AlA, favorisant la croissance des plantes.

D'autres travaux ont montré que les espéces bactériennes Flavobacterium johnsoniae,
Pseudomonas putida, Azotobacter chroococcum et Achromobacter xylosoxidans produisent
des sidérophores, étant impliqués dans la promotion de la croissance d’une large gamme de
cultures agricoles (Suneja et al. 1996 ; Hynes et al. 2008 ; Moretti et al. 2008 ; Sgroy et al.
2009 ; Tian et al. 2009 ; Ahmed et Kibret, 2014).

Dutta et Podile (2010) ont mis en évidence, dans un article de synthése, la capacité de
certaines souches bactériennes appartenant aux espéces Achromobacter xylosoxidans,
Azotobacter chroococcum, Pseudomonas putida et Flavobacterium johnsoniae a solubiliser
diverses formes de phosphate inassimilables par les plantes, facilitant ainsi leurs croissance et

minimisant |’utilisation accrue des fertilisants chimiques.

Tous les caracteres précédemment discutés (fixation de N, enzymes hydrolytiques,
synthese IAA, solubilisation de phosphate, dégradation de I'ACC et production de
sidérophores) sont impliqués, directement ou indirectement, dans I'amelioration de la tolérance
des plantes au stress salin (Egamberdieva, 2009 ; Walpola et Arunakumara, 2010 ; Kizildag et
al., 2012 ; Shrivastava et Kumar, 2015).
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IVV. Halotolérance des isolats sélectionnés

L’halotolérance des isolats a été étudiée sur les deux milieux de culture LB (milieu
riche) et NF-b (milieu minimum a composition déterminée). En absence de glycine bétaine et
d’extraits étudiés, le milieu LB confére plus de protection aux bactéries contre le stress salin
que le milieu NF-b. Généralement, les différents traitements (Glycine bétaine et extraits)
conferent une halotolérance aux bactéries sous concentrations elevées en NaCl. En absence de
stress salin, aucune des souches testées n’a été négativement affecté par 1’ajout de glycine

bétaine (GB) ou d’extraits de O. ficus indica (OFI), U. lactuca (UL) ou E. intestinalis (EI).

1. Extrait ajoutés au milieu NF-b

La souche s’est BEA4 avérée la plus halotolérante. Sur milieu NF-b et en absence de
glycine bétaine et d’extraits, elle a pu visiblement croitre jusqu’a une concentration de 400
mM NaCl. Cela peut étre di a la salinité relativement élevée de 1’échantillon du sol a partir
duquel elle a été isolée (EC>4). Comparée aux autres traitements, la glycine bétaine était la

moins efficace au-dela de 400 mM NacCl.
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Figure 45: effet de la glycine bétaine des extraits de: Ulva lactuca, Enteromorpha
intestinalis et Opuntia ficus-indica sur 1’halotolérance de la souche BEA4 sur le milieu de
culture NF-b. *: différence significative (p<0.05); **: différence significative (p<0.005) ;
*** différence significative (p<0.001) ; **** différence significative (p<0.0001).

Les deux extraits Opuntia ficus-indica (OFI) et Enteromorpha intestinalis (EI) ont
montré un effet stimulateur de la croissance de la souche BEA4 en absence de stress salin (la
croissance de la souche a été améliorée avec 15 et 9 % en présence des deux extraits OFI et El,

respectivement). La croissance de la souche a été restaurée jusqu’a 8, 25 et 30% a 250 mM

100
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NaCl en présence des extraits de OFI, UL et EI, respectivement. D’un autre coté, 387, 493 et
515% de la croissance a été restaurée a 400 mM de sel en présence des extraits UL, El et OFI,
respectivement (figure 47).

La souche BEC9 a pu croitre sur le milieu NF-b jusqu’a 350 mM NaCl. La meilleure
croissance a été obtenue avec I’extrait d’OFI a 250 mM NaCl. Entre 300 et 400 mM NaCl, la
glycine bétaine et les trois extraits OFI, UL et El ont montré un effet stimulateur de la
croissance de la souche BEC9. Ainsi, la croissance de la souche s’est amélioré de 10, 23, 10 et
13 % (250 mM NaCl) et 42, 61, 39 et 45 % (300 mM NacCl) en présence de la GB, OFI, UL et
EL respectivement. Egalement, 1’ajout de 1’extrait OFI au milieu de culture a apporté une
meilleure protection contre le stress salin par rapport aux autres traitements. Cet extrait a
permis de restaurer 314% de la croissance du témoin a 350 mM NaCl et d’obtenir une

croissance positive jusqu’a 500 mM NacCl (figure 48).
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Figure 46 : effet de la glycine bétaine des extraits de: Ulva lactuca, Enteromorpha
intestinalis et Opuntia ficus-indica sur 1’halotolérance de la souche BEC9 sur le milieu de
culture NF-b. *: différence significative (p<0.05); **: différence significative (p<0.005) ;
*** différence significative (p<0.001) ; **** différence significative (p<0.0001).

Concernant la souche BOA4 et contrairement aux extraits OFI, UL et El, la présence de
la glycine bétaine dans le milieu n’a apporté aucune différence significative a partir de 300
mM NaCl par rapport au témoin. L’extrait OFI a montré le meilleur effet sur la croissance de
la souche BOA4, ceux-ci méme en absence de stress salin. En présence de stress salin, seul

I’ajout de I’extrait OFI au milieu a permis a I’isolat de survive a une concentration de 500 mM
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NaCl. Les trois extraits (OFI, UL et EI) ont permis de restaurer (65, 67, 87%) et (67, 58, 73%)
de la croissance de la souche BOA4 a 300 et a 350 mM NacCl, respectivement. De plus, les

trois extraits ont pu restaurer la croissance de cet isolat a 400 et 450 mM NaCl (Figure 49).
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Figure 47 : effet de la glycine bétaine des extraits de : Ulva lactuca, Enteromorpha intestinalis et
Opuntia ficus-indica sur 1’halotolérance de la souche BOA4 sur le milieu de culture NF-b. *:
différence significative (p<0.05) ; ** : différence significative (p<0.005) ; *** différence significative
(p<0.001) ; **** différence significative (p<0.0001).

En absence de stress salin, la GB ainsi que les trois extraits OFI, UL et EI ont montré
un effet stimulateur de la croissance de la souche SEB9. De méme qu’avec la souche BOA4,
I’extrait d’OFI a permis d’améliorer significativement la croissance de la souche SEB9 a 00
mM NaCl. Egalement, 1’effet des trois extraits est meilleur que celui de la GB en présence de
stress salin. La croissance de la souche est complétement inhibée a partir de 350 mM de sel
en absence des quatre traitements. Cependant, la présence de la GB a permis de restaurer sa
croissance jusqu’a 400 mM NaCl. Les trois extraits OFI, UL et EI ont montré un effet
stimulateur de la croissance de la souche SEB9 en présence de concentrations élevées en sel.
Ainsi, sa croissance a ¢été restaurée de (31, 100, 195, 192 et 447%) en présence d’UL, de (33,
132, 232, 406 et 538%) en présence d’EIl et de (69, 163, 314, 708 et 1414%) en présence
d’OFTI a (250, 300, 350, 400 et 450 mM NaCl), respectivement. Parmi tous les traitements,
OF1 est le seul qui a permis de restaurer la croissance de la souche SEB9 a 500 mM de sel

(figure 50).
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Figure 48 : effet de la glycine bétaine et des extraits de : Ulva lactuca, Enteromorpha intestinalis et
Opuntia ficus-indica sur 1’halotolérance de la souche SEB9 sur le milieu de culture NF-b. * : différence
significative (p<0.05) ; ** : différence significative (p<0.005) ; *** différence significative (p<0.001) ;
****x différence significative (p<0.0001).
2. Extrait ajoutés au milieu LB

Comme sur le milieu NF-b, la souche BEA4 s’est montré la plus tolérante au sel sur le
milieu LB. Elle a pu tolérer jusqu’a 1500 mM NaCl en absence d’extraits ou de glycine

bétaine dans le milieu. L’ajout de ces derniers a significativement (p<0.0001) amélioré la

croissance de cette souche a toutes les concentrations de sel testées (figure 51).
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Figure 49 : effet de la glycine bétaine et des extraits de : Ulva lactuca, Enteromorpha intestinalis et
Opuntia ficus-indica sur I’halotolérance de la souche BEA4 sur le milieu de culture LB. * : différence
significative (p<0.05) ; ** : différence significative (p<0.005) ; *** différence significative (p<0.001) ;
****x différence significative (p<0.0001).
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Concernant la croissance des souches BEC9 et BOA4, elle est pratiquement inhibée
au-dela de 1000 mM NaCl. En absence de stress salin, seul la présence de 1’extrait OFI a
permis de restaurer la croissance de la souche BEC9. Tous les traitements (GB, UL, EI et
OFI) ont apporté un effet bénéfique sur la croissance de ce méme isolat a toutes les
concentrations testées. L’extrait OFI semble avoir le meilleur effet sur la croissance de la
souche BEC9 a 1.3 M NaCl (4576% de la croissance du témoin a été restaurée). A cette
méme concentration de sel, ’extrait EI a permis de restaurer 850% de la croissance de

I’isolat BOA4 par rapport au témoin (Figures 52, 53).
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(= Glycine bétaine [1 m M ] [1] o. ficus-indica [1% ]

Figure 50 : effet de la glycine bétaine et des extraits de : Ulva lactuca, Enteromorpha intestinalis et
Opuntia ficus-indica sur 1’halotolérance de la souche BEC9 sur le milieu de culture LB. * : différence
significative (p<0.05) ; ** : différence significative (p<0.005) ; *** différence significative (p<0.001) ;
**x* différence significative (p<0.0001).
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Figure 51 : effet de la glycine bétaine et des extraits de : Ulva lactuca, Enteromorpha intestinalis et
Opuntia ficus-indica sur 1’halotolérance de la souche BOA4 sur le milieu de culture LB. * : différence
significative (p<0.05) ; ** : différence significative (p<0.005) ; *** différence significative (p<0.001) ;
**** différence significative (p<0.0001).
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La souche SEB9 semble étre la plus sensible au stress salin, sa croissance en absence de
GB ou d’extraits est fortement inhibée a partir de 300 mM de sel. A I’exception du traitement
GB-500 mM NacCl, tous les traitements ont apporté un effet stimulateur de la croissance de cet
isolat jusqu’a 500 mM de sel. Cependant, seuls les deux extraits UL et OFI ont amélioré la
croissance de I’isolat SEB9 a 0.8 M NaCl et seul I’extrait UL a significativement amélioré sa
croissance a 1 et 1.3 M NaCl. A 500 mM de sel, les extraits (UL, El et OFI) ont permis de
restaurer la croissance de 1’isolat a des valeurs respectives de (216, 108, 270%) et (176, 230,
329%) en présence 0.3 et 0.5 M NaCl. L’ajout de I’extrait UL au milieu a permis de restaurer

318% de la croissance de la souche SEB9 & 1000 mM de sel (Figure 54).
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Figure 52 : effet de la glycine bétaine et des extraits de : Ulva lactuca, Enteromorpha intestinalis et
Opuntia ficus-indica sur I’halotolérance de la souche SEB9 sur le milieu de culture LB. * : différence
significative (p<0.05) ; ** : différence significative (p<0.005) ; *** différence significative (p<0.001) ;
****x différence significative (p<0.0001).

V. Germination des graines de blé, effet des souches et/ou extraits

1. Effet des extraits
En absence de stress salin, aucun des traitements (GB, UL, EI, OFI) n’a apporté un effet
stimulateur de la germination des graines de blé. Les deux extraits UL et El ont légérement
augmenteé le taux de germination de 72% a 81 et 77%, respectivement. Cependant, les trois
extraits, ainsi que la GB, ont montré un effet stimulateur de la germination des graines a toutes
les concentrations de sel testées. La GB et les trois extraits OFI, UL et El ont significativement

amélioré le taux de germination finale des graines de blé a 100, 200 et 300 mM NaCl. La GB a
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permis de restaurer le pourcentage de germination de (31, 22 et 3%) a (64, 47 et 22%) sous les
trois concentrations respectives de (100, 200 et 300 mM NacCl). Les trois extraits (OFI, UL et
EI) ont permis d’augmenter le taux de germination de 31% a (61, 64 et 64%), de 22% a (44,
47 et 50%) et de 3% a (39, 31 et 44%) a 100, 200 et 300 mM NaCl, respectivement. A 300
mM de sel, les deux extraits UL et OFI ont montré un meilleur effet sur la germination des
graines, avec une différence significative a p<0.0001 (Figure 55).
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Figure 53 : effet de la glycine bétaine et des extraits aqueux de : O. ficus-indica, U. lactuca et E.
intestinalis sur la germination des graines de blé dur sous stress salin. * : différence significative
(p<0.05) ; **: différence significative (p<0.005); *** différence significative (p<0.001); ****
différence significative (p<0.0001).
2. Effet des souches

En absence de stress salin, aucune des souches bactériennes BEA4, BEC9, BOA4 et
SEB9 n’a affect¢ le taux de germination final des graines de blé (aucune différence
significative par rapport au témoin). A 100 mM de sel, les trois souches BEA4, BEC9 et
BOA4 ont montré un effet positive sur la germination des graines avec une difference
significative a p<0.001. A cette méme concentration, la souche SEB9 semble étre la plus
efficace dans I’atténuation du stress salin. Seules les deux souches BOA4 et SEB9 ont montré
une différence significative a 200 et a 300 mM de sel par rapport au témoin. En présence des

quatre isolats BEA4, BEC9, BOA4 et SEB9, Le pourcentage final de germination des graines
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a sauté de 31% a (58, 56, 58 et 69%), de 22% a (44, 42, 61 et 63%) et de 3% a (25, 22, 50 et
44%) sous les concentrations 100, 200 et 300 mM NacCl, respectivement (Figure 56).

100

80 —

60 —

_{
T
W

|
MMM

40 -

Gaines germées (%)

TIIT—

20

NacCcl (m M)

] Teémoin C I BeAaa [ eBECO L I BOA4 ] seBo

Figure 54 : effet des souches BEA4, BEC9, BOA4 et SEB9 sur la germination des graines de blé dur
sous stress salin. * : différence significative (p<0.05) ; **: différence significative (p<0.005) ; ***
différence significative (p<0.001) ; **** différence significative (p<0.0001).

3. Effet de ’association Souche-Extrait

En absence de stress salin, I’association BEA4-GB a permis d’améliorer le pourcentage
final de germination des gaines de 72 et 69% en présence de BEA4 et GB séparément, a 83%
en présence des deux ensembles. Egalement, un effet de synergie a été noté entre 1’extrait EI et
la souche BEA4 a 100 Mm NacCl. Ainsi, le pourcentage de graines germées en présence de
BEA4 et El est de 58 et 64%, respectivement. Cependant, 1’association BEA4-El a permis de
d’obtenir 75% de succes. A 200 mM NacCl, les deux associations BEA4-UL et BEA4-EI ont
permis d’obtenir un succeés de germination de 67 et 96%, respectivement, alors que les effets
respectifs separés des trois traitements BEA4, UL et El était de 44, 47 et 55%. D’un autre
coté et & 300 mM de sel, I’ajout des extraits OFI, UL et EI apres bactérisation des graines avec
la souche BEA4 a permis de restaurer le taux final de germination de 38, 30 et 44% a 47, 44 et
56%, respectivement, alors que I’effet de la souche BEA4, sans ajout d’extrait, a permis
d’obtenir succes de germination de seulement 25% a cette méme concentration de sel.

A 300 mM de sel, L’effet combiné de la souche SEB9 avec I’extrait OFI a permis
d’améliorer le taux final de germination de 22%, en présence de SEB9 seule, et de 39%, en

présence OFI seul, a 58% en présence des deux ensemble.
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En absence de stress salin, ’effet de 1’association BOA4-OFI a permis d’augmenter le
succeés de germination de 88 et 75% a 0 et 100 mM NaCl. Cependant le taux de germination
des graines en présence des deux traitements BOA4 et OFI séparément étaient de (63, 58%) et
(58, 61%) en présence de ces méme concentrations en sel, respectivement. Aucun effet de
synergie n’a été constaté entre les effets séparés de GB, OFI, UL et EI et celui de la souche
SEB9 a toutes les concentrations de sel testées. A 300 mM de sel, les différents traitements
BEA4-OFI, BEA4-EI, BEC9-OFI, BOA4, BOA4-OFI, BOA4-UL, BOA4-EI et SEB9-OFI ont
permis d’améliorer, significativement, le pourcentage final de germination des graines par
rapport a I’osmoprotecteur synthétique GB. Cette derniére n’a montré aucun effet positif sur le

pourcentage final de germination des graines a 300 mM NaCl (figure 57).
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Figure 55: effet des souches et des associations souche-glycine bétaine, souche-O. ficus-indica,
souche-U. lactuca et souche-E. intestinalis sur la germination des graines de blé dur sous stress salin.
A : souche BEA4 ; B : souche BEC9 ; C : souche BOA4 ; D : souche SEB9. * : différence significative
(p<0.05) ; **: différence significative (p<0.005); *** différence significative (p<0.001); ****
différence significative (p<0.0001).
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L'utilisation des PGPR gagne, de plus en plus, sa place comme une pratique répandue en
agriculture, visant a remplacer 1’utilisation excessive et incontrlable des engrais chimiques.
Cependant, I’application de tels microorganismes peut étre encore plus bénéfique sous
conditions de stress. Il est donc important de s'assurer que I'inoculum testé soit capable de
survivre sous I’effet des conditions particulieres dans lesquelles son utilisation est proposée.
Dans un environnement salin, la tolérance microbienne au stress peut étre améliorée en
utilisant des solutés compatibles synthétisés par le microorganisme et/ou accumulés du milieu
(Madkour et al., 1990). Ce dernier mécanisme est préféré lorsque des substances appropriées
sont présentes dans I'environnement (Lamosa et al., 1998 ; Paul et Nair, 2008).

Dans la deuxiéme partie de ce travail, nous avons demontré que I'extrait d'O. ficus-
indica est, dans la plupart des cas, plus efficace que la glycine bétaine pour la promotion de la
croissance bactérienne (BEA4, BEC9, BOA4 et SEB9) et la germination des graines de blé
sous stress salin. D’un autre coté, le fait que le milieu LB confére une meilleure protection aux
cultures bactériennes que le milieu NF-b en absence d'autres sources de solutés compatibles
est probablement dd & la présence de I’extrait de levure dans le premier. Cet extrait est trés
riche en proline, bétaines et autres molécules connues pour leur role osmoprotecteur (Nagata
etal., 1996 ; Wood, 2007).

Il est également important de rapporter les résultats positifs obtenus en ajoutant les
extraits de U. lactuca et E. intestinalis. Ces deux macroalgues marines sont connues pour leur
aptitude a synthétiser et a accumuler une large gamme d'osmoprotecteurs sous stress salin
(Dickson et al., 1982 ; Edwards et al., 1987 ; Plettner et al.,, 2005). Les extraits de
macroalgues marines ont déja été utilisés pour améliorer I'halotolérance de bactéries telles que
Sinorhizobium Meliloti, Azospirillum brasilense et Escherichia coli (Ghoul et al., 1995;
Pichereau et al., 1998 ; Nabti et al., 2007). Le diméthylsulfonopropionate et d'autres
sulfoniums tertiaires, les sucres, les polyols et les composés N-organiques constituent les
solutés compatibles les plus abondamment accumulés sous stress salin par les macroalgues
marines, y compris U. lactuca et E. intestinalis (Edwards et al., 1988 ; Kirst, 1996).

Il est important de noter qu'il s'agit de la premiére utilisation enregistrée d'Opuntia ficus-
indica comme source d'osmoprotecteurs naturels (Rai et al., 2017). Aucun rapport préalable
n'a précisé la nature chimique de tels composés, ni les conditions de leur synthese par cette

plante connue pour sa résistance au stress environnemental. Cependant, la teneur totale en
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acides aminés libres (257,24 mg [100 g]™?) est remarquablement supérieure a la moyenne
constatée chez d’autres plantes. O. ficus-indica est également caractérisée par des niveaux
relativement éleveés en sérine, acide g-aminobutyrique, glutamine, proline, arginine, histidine,
et contient de la méthionine (Séaenz et al., 2013), suggerant que les acides aminés pourraient
constituer la majorité des osmoprotecteurs naturels fourni par I'extrait de cette plante. De plus,
les cladodes O. ficus-indica sont riches en minéraux tels que le potassium, le calcium, le
phosphore et le fer (Hadj Sadok et al., 2008). Les éléments minéraux fourmis par cet extrait
participent a I'enrichissement des milieux de culture, favorisant ainsi la croissance bactérienne.
Le tryptophane, précurseur direct de I’AIA, est un composé abondant dans les raquettes de O.
ficus-indica [1,04 g / 100 g] (El-Mostafa et al., 2014). Généralement, la production de tels
éléments joue un rdle clé dans la promotion de la croissance des plantes et le soulagement du
stress salin (Egamberdieva, 2009 ; Kaya et al., 2009 ; Liu et al., 2013).

Nabti et al. (2007) ont rapporté I'utilisation de PGPR et de 1’extrait brute d’Ulva lactuca
pour favoriser la germination et la croissance des graines de blé sous stress salin. Cependant,
notre rapport sur l'utilisation d'extraits d'Opuntia ficus-indica et d'Enteromorpha intestinalis
pour favoriser la croissance des plantes sous salinité élevée est nouveau. Basavaraju et al.
(2002), Kaymak et al. (2009), Tam et Diep (2014) et Rathi et al. (2014) ont rapporté le réle de
bactéries comme Achromobacter xylosoxidans, Flavobacterium sp. Pseudomonas putida et
Azotobacter chroococcum en tant que PGPR pour améliorer la germination des graines et

restaurer la croissance des plantes sous stress salin.
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V1. Halotolérance de la tomate, effet des souches et/ou extraits

1. Pourcentage final des graines germées

En Absence de stress salin, aucun traitement n’a apporté une amélioration au pourcentage final
de germination des graines de tomate. L’ajout des extraits OFI, UL et EI a permis d’augmenter
le nombre de graines germées de 64% a 100, 100 et 88%, respectivement. L’inoculation avec
les deux bactéries BEC9 et BOA4 a permis d’obtenir un taux de germination de 76 et 84%,
respectivement. En présence de stress salin, I’ajout de I’extrait OFI aux graines de tomate a
permis d’ameéliorer, significativement, le pourcentage finale de germination (de 52 a 92%).
Aucun autre traitement n’a apporté une amélioration significative du taux de germination sous
stress salin. Cependant, les associations BEC9-UL et BOA4-UL ont permis de restaurer le de

taux de germination des graines de 52% a 76 et 76%, respectivement (tableau 18).

Tableau 18 : germination des graines de tomate sous différents traitements.

En absence de stress En présence de

(%) stress (%)
Témoin (sans traitement) 64 52
O. ficus-indica 100 92
U. lactuca 100 68
E. intestinalis 88 68
BEC9 76 68
BOA4 84 48
BEC9 + O. ficus-indica 92 52
BEC9 + U. lactuca 84 76
BEC9 + E. intestinalis 92 68
BOA4 + O. ficus-indica 88 56
BOA4 + U. lactuca 92 72

BOAC + E. intestinalis 88 68
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2. Poids frais des plantules aprés un mois de croissance
2.1. Effet des extraits en absence de stress salin

Le poids frais de la partie aérienne des plantules de tomate, obtenu aprés un mois de
croissance, était de 75.76 mg en absence de traitement. L’ajout des extraits OFI et EI a
significativement améliorer le poids des plantules (128.76 et 135.68 mg, respectivement).
Cependant, I’ajout de I’extrait UL n’a apporté aucun effet significatif sur le poids frais des
plantules de tomate, avec une Iégere amélioration de 75.76% (pour le témoin) a 93.71% (en

présence de 1’extrait) (Figure 54).

2.2. Effet des extraits en présence de stress salin (150 mM NaCl)

La présence de sel dans les solutions d’irrigation a considérablement affecté¢ le poids
frais des plantules de tomate. Le poids du témoin est passé de 75.76 mg en absence de sel a
38.7 mg en présence de 150 mM de sel. L’ajout de I’extrait EI a permis d’obtenir la meilleure
croissance par rapport au témoin. Ainsi, le poids frais est passé de 37.76 mg en absence de
traitement a 78.07 mg en présence de cet extrait, avec une différence significative a p<0.0001.
L’extrait OFI a également montré un effet positif sur le poids frais des plantules de tomate (69
mg), avec une différence significative a p<0.001. D’un autre coté, une légére amélioration,
non significative, a été constatée en présence de 1’extrait UL (le poids frais est passé de 38.7 a

58.86 mg en présence et en absence de I’extrait, respectivement) (Figure 58).
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Figure 56 : effet des extraits de : O. ficus-indica, U. lactuca et E. intestinalis sur le poids frais des
plantules de tomate aprés un mois de croissance en absence (A) et en présence (B) de stress salin. ** :
différence significative (p<0.005); *** différence significative (p<0.001); **** différence
significative (p<0.0001).
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2.3. Effet de la souche BECY et de [’association BEC9-extraits

En absence de stress salin, la souche BEC9 n’a apporté aucun effet positif sur le poids
frais des plantules de tomate. Le poids frais est passé de 75.76 mg (témoin) a 84.88, 121.4,
94.5 et 131.85 mg en présence de la souche BEC9 et des associations BEC9-UL, BEC9-UL et
BECO9-EI, respectivement. Ainsi, aucun effet synergétique n’a été observé entre les extraits et
la bactérie a 0 mM de sel (Figure 55).

En présence de stress salin (150 mM NaCl), la souche BEC9 n’a montré aucun effet de
stimulation du poids frais des plantules de tomate. Cependant, une Iégere amélioration, non
significative, a été constatée (de 38.7 a 58.53 mg en absence et en présence de la souche,
respectivement). L’association BEC9-UL a montré un effet stimulateur synergétique de la
croissance des plantules de tomate en présence de stress salin. Ainsi, le poids frais obtenu avec
les deux traitements BEC9 et UL était de 58.53 et 58.86 mg, respectivement (différence non
significative par rapport au témoin). Cependant 1’association BEC9-UL a permis de restaurer
le poids frais de 38.7 a 76.88 mg (une différence statistiguement significative a p<0.001)
(Figure 59).
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Figure 57 : effet de la souche BEC9Y et de I’association BEC9-O. ficus-indica (OFI), BEC9-U.
lactuca (UL) et BEC9-E. intestinalis (EI) sur le poids frais des plantules de la tomate aprés un mois de
croissance en absence (A) et en présence de stress salin (B). Différence significative (p<0.005) ; ***
différence significative (p<0.001) ; **** différence significative (p<0.0001).
2.4. Effet de la souche BOA4 et de ['association BOA4-extraits

En absence de stress salin, la bactérie BOA4 n’a apporté aucun effet simulateur de la

croissance des plantes de tomate. Cependant, son association avec les trois extraits OFI, UL et

El a significativement amélioré le poids frais des plantules de 75.77 mg, en absence de
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traitement, a 134.52, 106.25 et 140.11 mg en présence des trois extraits, respectivement. En
présence de 150 mM NaCl, ’application de la souche BOA4, seule, a permis d’augmenter
significativement le poids frais des plantules. Les deux associations BOA4-OFI et BOA4-UL
semble avoir un effet 1égérement meilleur par rapport a I’association BOA4-UL. Les quatre
traitements BOA4, BOA4-OFI, BOA4-UL et BOA4-EI ont significativement augmenté le
poids des plantules de 38.7 mg (témoin) a 79.78, 83.27, 81.8 et 86.64 mg, respectivement
(figure 60).
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Figure 58 : effet de la souche BOA4 et de I’association BOA4-O. ficus-indica (OFI), BOA4-U.
lactuca (UL) et BOA4-E. intestinalis (EI) sur le poids frais des plantules de la tomate aprés un mois de
croissance en absence (A) et en présence de stress salin (B). * : différence significative (p<0.05) ; **:
différence significative (p<0.005); *** différence significative (p<0.001); **** différence
significative (p<0.0001).
3. Taille (mm) des plantules de la tomate aprés un mois de croissance
3.1. Effet des extraits

En absence de stress salin, I’extrait UL n’a apporté aucune amélioration significative aux
tailles des plantules par rapport au témoin (témoins: 49.8 ; UL : 55.7 mm). L’extrait EI a
permis d’obtenir les meilleures longueurs de la partie aérienne des plantules de tomate (EI :
68.6 mm). L’extrait OFI a également apporté un effet bénéfique par rapport aux tailles des
plantules (OFI : 62.8 mm).

La taille des plantules irriguées avec la solution saline (150 mM NaCl) n’a pas été
améliorée par 1’apport des deux extraits OFI et EI (témoin : 36.5 ; OFI : 41.3 ; UL : 40.9 mm).
Cependant, I’extrait EI a permis de restaurer, significativement, la taille des plantules sous

stress salin (El : 43.7mm) (figure 61).
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Figure 59 : effet des extraits de: O. ficus-indica, U. lactuca et E. intestinalis () sur la taille des
plantules de tomate aprés un mois de croissance en absence (A) et en présence (B) de stress salin. *:
différence significative (p<0.05) ; ** : différence significative (p<0.005) ; **** différence significative
(p<0.0001).
3.2. Effet de la souche BECY et de [’association BEC9-extraits

A 0 mM NacCl, la souche BEC9et 1’association BEC9-UL ne semblent avoir aucun effet
stimulateur de la taille des plantules de tomate (témoin : 49.85 ; BEC9 : 50.62 mm ; BEC9-
UL : 55.78). Cependant, les associations BEC9-OFI et BEC9-EI ont permis d’obtenir des
plantules significativement plus langues que celles du témoin (BEC9-OFI : 62.54 ; BEC9-EI :
64.6 mm). L’association BEC9-EI semble avoir le meilleur effet stimulateur de la taille des
plantules de tomate sous stress salin (témoin : 36.5 ; BEC9-EI : 47.8 mm). De méme, tous les
autres traitements ont significativement amélioré la taille des plantules sous 150 mM NaCl
(BEC9 : 43.85 ; BEC9-OFI : 44.6 ; BEC9-UL : 45 mm). Cependant, aucun effet synergétique

n’a été constaté entre la bactérie et les extraits testés (Figure 62).
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Figure 60 : effet de la souche BEC9 et de 1’association BEC9-O. ficus-indica (OFI), BEC9-U. lactuca
(UL) et BEC9-E. intestinalis (EI) sur la taille des plantules de tomate aprés un mois de croissance en
absence (A) et en présence (B) de stress salin (150 mM NaCl). * : différence significative (p<0.05) ;
** : différence significative (p<0.005) ; *** différence significative (p<0.001).
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3.3. Effet de la souche BOA4 et de [’association BOA4-extraits

La bactériec BOA4 n’a montré aucun effet stimulateur de la taille des plantules de
tomates sous les deux concentrations de sel testées. Cependant, les deux traitements BOA4-
OFI et BOA4-EI ont significativement amélioré la taille des plantules de 49.84 mm (témoin)
aux valeurs respectives de 66.47 et 65.16 mm en absence de stress salin. A 150 mM NacCl, un
effet synergétique a été constaté entre la souche BOA4 et les deux extrait UL et OFI. Ces
associations ont permis d’améliorer significativement la taille des plantules par rapport aux
effets séparés des trois traitements (BOA4 : 42 mm ; UL : 40.92 ; OFI : 41.35; BOA4-UL :
48.53 ; BOAA4-OFIl: 50.36). L’association BOA4-EI a permis d’obtenir la meilleure

amélioration de la taille des plantules sous stress salin (50.64 mm) (Figure 63).
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Figure 61 : effet de la souche BOA4 et de I’association BOA4-O. ficus-indica (OFI), BOA4-U.
lactuca (UL) et BOAA4-E. intestinalis (EI) sur la taille des plantules de tomate aprés un mois de
croissance en absence (A) et en présence de stress salin (B) (150 mM NaCl). **** différence
significative (p<0.0001).
4. Poids frais des plantules de tomate apreés 47 jours de croissance

En absence de stress salin et aprés 47 jours de croissance, les deux extraits UL et El
ainsi que les trois associations BOA4-UL, BOA4-UL et BOA4-EIl ont significativement
amélioré le poids frais des plantules de tomate. L’application de la souche bactérienne BOA4
ou de D’extrait OFI seule a apporté une légére amélioration non significative au poids des
plantules. L’association BOA4-OFI a présenté le meilleur effet par rapport au témoin (97% du
poids frais a été restauré). Les deux associations BOA4-UL et BOA4-El ont permis

d’améliorer le poids des plantules de témoin de 486 mg a 836 et 764 mg, respectivement.
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Egalement, les deux extraits UL et El ont restauré 70 et 65% du poids des plantules,
respectivement.

En présence stress salin, seul les trois traitements UL, EI et BOA4-EIl ont permis de
restaurer, significativement, le poids frais des plantules. L’application de I’extrait OFI a
permis d’augmenter, 1égérement, le poids frais des plantules de 222 mg (témoin) a 396 mg.
L’association BOA4-EIl semble avoir le meilleur effet sur le poids des plantules (180% du
poids de témoin a été restauré). D un autre coté, 1’application de la souche BOA4 et des deux
associations BOA4-OFI et BOA4-UL n’a montré aucun effet significative sur le poids des
plantules apres 47J de croissance (371, 377 et 329 mg, respectivement). Le traitement des
plantules avec les deux extraits UL et EI a permis de restaurer 133 et 166% de poids des

plantules non traitées (figure 64).
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Figure 62 : poids frais des plantules de tomate aprés 47 J de croissance en présence de la souche
BOA4 et/ou des extraits aqueux de O. ficus-indica (OFI), U. lactuca (UL) et E. intestinalis (EI). *:
différence significative (p<0.05) ; ** : différence significative (p<0.005) ; *** différence significative
(p<0.001) ; **** différence significative (p<0.0001).

5. Proline et acide glutamique accumulés par les plantules de tomate :

Tous les traitements, a I’exception d’OFI, ont significativement amélioré le taux de
proline dans les tissus de la plante en absence et en présence de stress salin (150 mM NacCl).
En absence de stress salin, I’ajout de 1’extrait OFI aux plantes a significativement diminué le
taux de proline dans les plantes de 20 a 14.7 pg/mL. Les autres traitements EI, BOA4, BOA4-
OFI et BOA4-EI ont permis d’augmenter le taux de proline de 20 a 31, 29, 23 et 44 pg/mL,
respectivement. En présence de 150 mM NacCl, Les traitements OFI, EI, BOA4, BOA4-OFI et
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BOA4-EI ont permis d’améliorer le taux de la proline dans les tissus de la plante de 12
(témoin) a 29, 33, 25, 32 et 21 pg/mL, respectivement. d’un autre c6té, tous les traitements ont
permis d’augmenter le taux d’acide glutamique dans les tissus des plantes sous les deux
concentrations de sel testées. Les différents traitements (OFI, EI, BOA4, BOA4-OFI et BOA4-
EI) ont permis d’augmenter le taux de I’acide glutamique de 59 (témoin) a (73, 71, 76, 84 et
84 pg/mL) et de 18 (témoin) a (35, 41, 32, 33 et 23 pg/mL) en présence et en absence de stress

salin, respectivement (Figure 65, 66). (Annexe 3,4).
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Figure 63 : Acide glutamique accumulé par les plantules de tomate apres 47J de croissance en
présence de la souche BOA4 et/ou des extraits aqueux d’OFI, UL et EL. **** différence significative
(p<0.0001).
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Figure 64 : Proline accumulés par les plantules de tomate aprés 47J de croissance en présence de la
souche BOA4 et/ou des extraits aqueux d’OFI, UL et EI. **** différence significative (p<0.0001).

118



Chapitre 111 Résultats et Discussion.

L’application exogéne d’osmoprotecteurs afin de protéger les cultures de tomate sous
stress salin constitue une alternative tres intéressante a envisager, ou la plupart des cultivars
commerciaux sont sensibles a des niveaux modérés de salinité, mais aussi au fait que les
programmes de sélection et de développement de variétés tolérantes au sel sont limités par la
complexité des procédures et le manque de connaissances géenétiques et physiologique des
caracteres responsable de la tolérance (Singh et al., 2012).

Au fils du temps et vu I’'importance de la tomate, étant I’un des légumes les plus
consommeés au monde, plusieurs travaux ont été réalisés sur 1’effet de la salinité sur la
germination, la croissance et le rendement de cette plante. Certains travaux s’intéressaient
particuliérement aux réponses physiologiques des plantes stressées, tandis que la plupart se
dirigeaient vers les réponses biochimiques (Dombrowski, 2003 ; Akinci et al., 2004 ; Debouba
et al., 2006 ; Maggio et al., 2007 ; Zhou et al., 2007 ; Hossain et Nonami, 2012 ; Lovelli et al.,
2012 ; Murshed et al. 2014 ; Palaniyandi et al., 2014 ; Campos et al., 2016).

Singh et al. (2012) ont constaté que le taux et la vitesse de germination des graines de
tomate diminuent avec 1’augmentation du stress salin. Ils ont également démontré que le
rapport poids sec (racines/tiges) des plantules et le contenu en Na™ augmentent, tandis que la
concentration en K* diminue. Signalant que cette plante (Lycopersicon esculentum) est
modérément sensible a la salinité, et qu’une attention accrue a la salinité est requise dans la
production de tomate. Egalement, El-Iklil et al. (2000) ont étudié I’effet de stress salin sur
Trois cultivars de Lycopersicon esculentum (Edkawy, Ramy et Vemar). lls ont démontré le
role de la salinité dans I’induction de la production d’éthyléne, ainsi que la réponse
physiologique des plantes vis-a-vis de la salinité (0, 50, 100 et 200 mM de NaCl). Leurs
résultats ont démontré que le rapport poids sec (racines/tiges) augmente avec 1’augmentation
du stress et cela dependait des génotypes, de la durée d’exposition, de I’age des plantules et de
la sévérité du stress. La quantité d’éthyléne produite par les plantes stressees dépendait
¢galement des mémes parametres. Cette derniére est positivement corrélée a I’expression des
signes de stress et la sensibilité du génotype. D’un autre c6té, Amjad et al. (2014) ont étudié
I’effet de la salinité sur deux génotypes de tomate : (1) tolérant aux sels (Indent-1) et (2)
sensible (Red Ball). 1ls ont démontré que les deux génotypes réagissent difféeremment au stress

salin. Ainsi, la production d’éthyléne, d’acide abscicique, 1’accumulation de K*, la
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conductance stomatique et I’homeostasie ionique ont été altérés sous concentrations enlevées
en sel, indiquant que la production d’éthyléne a significativement augmenté en absence de K,
connu pour son rdle primaire dans 1’halotolérance des plantes. D'autres travaux ont également
évoqué le rdle primaire des ions K* et de 1’éthyléne et d’autres aspects physiologiques de la
réponse de tomate au stress salin (Feng et Barker, 1992 ; Johnson et al., 2003 ; Smith et al.,
2003 ; Zhou et al., 2007 ; Saida et al., 2014).

Le role des PGPR dans 1’amélioration de la croissance de la tomate a travers différents
mécanismes d’action est largement abordé. El-Tarabily (2008) a étudié le réle de bactéries
productrices d’ACC désaminase appartenant au genre Streptomyces dans 1’amélioration de la
croissance des plantes de tomate sous stress a travers la réduction des niveaux d'ACC
endogéne et la diminution conséquente des taux d'éthyléne dans les tissus végétaux.
Almaghrabi et al. (2013) ont étudié le role de PGPR appartenant aux especes Pseudomonas
putida, Pseudomonas fluorescens, Serratia marcescens, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
subtilis et Bacillus cereus dans la promotion de la croissance de la tomate et la reproduction
des nématodes sous serres. L’application de ces bactéries a significativement amélioré la
croissance des plantes, réduisaient de maniere remarquable la présence de galles et de masses
d'ceufs de nématodes sur les racines. Un Azospirillum brasilense s’est avérée capable de
favoriser le développement racinaire chez les plantes de la tomate a travers la production
d’¢thyléne. En effet, I'apport d'éthyléne exogene a la plante a imité I'effet de 1'inoculation par
Azospirillum brasilense, tandis que 1'addition d'un inhibiteur de la biosynthése d’éthyléne a
bloqué cet effet (Ribaudo et al., 2006). Le role d’autres bactéries telles que Pseudomonas,
Azotobacter, Azospirillum et Bacillus dans la promotion de la germination, du développement
racinaire, de la croissance, la qualité des fruits et le biocontrdle des phytopathogéne de la
tomate a également été reporté (Kokalis-Burelle et al., 2002 ; Mena-Violante et Olalde-
Portugal, 2007 ; Sharafzadeh, 2012).

Il est clair que le role de PGPR ne s’arréte pas uniquement a I’amélioration de la
croissance des légumes en absence de stress, certains sont également capables de la restaurer
en présence de stress hydrique, souvent lié a la salinisation des sols ou a la sécheresse. Les
especes appartenant aux genres Bacillus, Halomonas, Planococcus, Azospirillum, Azotobacter,

Rhizobium, Achromobacter et Pseudomonas peuvent favoriser la croissance de la pomme de
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terre, du pois chiche, de la tomate, du haricot, de la laitue et du concombre sous des salinités
élevées (Qurashi et Sabri, 2012; Gururani et al., 2013; Egamberdieva et Lugtenberg, 2014).
Plusieurs autres travaux ont également signalé que Bacillus, Pseudomonas, Achromobacter,
Variovorax, Citrobacter, Bacillus et Mesorhizobium pourraient étre utilisés pour améliorer la
croissance des pommes de terre et des tomates sous autres types de stress hydrique tel que la
sécheresse (Bensalim et al., 1998 ; Gururani et al., 2013 ; Belimov et al., 2015 ; Ullah et al.,
2016). Egalement, Tank et Saraf (2010) ont montré que des bactéries productrices de
sidérophores et de I’ACC désaminase peuvent étre d’une grande utilité dans la restauration de
la croissance des plantes de tomate sous stress salin. Similairement, Mayak et al., (2004) ont
montré que la bactérie Achromobacter piechaudii a significativement augmenté le poids frais
et sec des plants de tomates cultivés en présence de 172 mM NaCl. La bactérie a
significativement réduit la production d'éthylene par les plants, mais elle n'a pas réduit la
teneur en Na'. Cependant, elle a légérement augmenté I'absorption de phosphore et de
potassium, contribuant a I'activation des processus impliqués dans I'atténuation de I'effet du

sel.

Dans notre travail, les deux bactéries (1) Achromobacter xylosoxidans-BOA4 (non
productrice d’ACC désamine) et (2) Pseudomonas putida-BEC9 (productrice d’ACC
désaminase) ont significativement restauré le poids frais et la taille des plantules de tomate
sous stress salin, laissant suggérer que 1’effet positive des PGPR sur ’atténuation de stress ne
s’arréte pas uniquement a la réduction des effet nuisibles de 1’éthyléne, mais aussi a la
production d’autres métabolites d’intérét agricole (enzymes lytiques, phytohormones,
sidérophores etc.) (Rai et al., 2017). On a également constaté que 1’inoculation bactérienne
participe a la stimulation de 1’assimilation de proline et d’acide glutamique par les plantes. Ces
deux acides aminés sont connus pour leur rdle dans 1’osmoprotection cellulaire, étant
accumulés a des quantités importantes en état de stress. Les acides aminés participent
également a la régulation du transport ionique, la modulation de I'ouverture stomatique et la
désintoxication des metaux lourds (Botsford et Lewis, 1990 ; Fougére et al., 1991 ; Gzik,
1996 ; Aziz et al., 1999 ; Rai, 2002 ; Amini et Ehsanpour, 2005 ; Claussen, 2005). L’effet
positive de certains PGPR sur la stimulation des quantités d’osmoprotecteurs accumulés par
les plantes (acides aminés, ammoniums quaternaires, sulfonium tertiaires, sucres etc.) a été

également rapporté dans plusieurs travaux. A titre d’exemple, Qurashi et Sabri (2011) ont
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constaté que lI'accumulation de proline endogéne chez les plantes de lentilles a augmenté de 68
et 51% a 100 et 200 mM de NaCl. Cependant, I’inoculation bactérienne des plantes avec une
souche halotolérante de Staphylococcus saprophyticus a augmenté 1’accumulation de proline a
98% a 100 mM de NaCl. Ainsi, I’accumulation d’un niveau plus élevé d'osmoprotecteurs dans
les plantes est une caractéristique halophytique. Afin de surmonter la salinité élevée, les
plantes augmentent leur accumulation d'osmolytes endogenes pour éviter le déficit hydrique
des plantes a un tout premier niveau (Nemati et al., 2011). D’un autre c0té, Bharti et al. (2016)
ont montré que la stimulation de I'expression de diverses enzymes antioxydantes ainsi que la
teneur en proline dans les plantes de ble traités par des PGPR a augmenté la tolérance des
plantes au stress salin. Egalement, Kim et al. (2014) ont rapporté qu’une Enterobacter sp.
EJO1, une bactérie isolée en Chine, a amélioré la croissance végétale et soulage le stress salin
chez la tomate et I'Arabidopsis. EJO1 était capable de produire de I’ACC et de I’AIA. L'isolat
EJO1 a permis d'augmenter le poids frais, le poids sec et la hauteur des plantes de la tomate et
de I'Arabidopsis dans des conditions normales et salines. Au niveau moléculaire, le traitement
a court terme avec EJO1 a augmenté I'expression des genes impliqués dans la réponse au stress
salin. L'expression de génes de biosynthése de proline (c'est-a-dire P5CS1 et P5CS2) et de
génes liés a des processus d'amorcage (c'est-a-dire MPK3 et MPK6) ont également été

surexprimé.

L’ajout des extraits aqueux des raquettes d’O. ficus-indica et des deux macroalgues
marines U. lactuca et E. intestinalis au sol a permet d’augmenter le taux des deux acides
aminés proline et acide glutamique dans les tissus des plantules de tomate en absence et en
présence de stress salin. Les extraits ont également permis de restaureé la croissance des plantes
avec ou sans inoculation bactérienne. Ceci peut étre expliqué du fait que ces extraits sont
connus pour leur richesse en composés osmoprotecteurs, particulierement les molécules N-
organiques et les acides aminés libres (Dickson et al., 1982 ; Edwards et al., 1987 ; Edwards et
al., 1988 ; Ghoul et al., 1995 ; Kirst, 1996 ; Pichereau et al., 1998 ; Plettner et al., 2005 ; Nabti
et al., 2007 ; Hadj Sadok et al., 2008 ; Egamberdieva, 2009 ; Kaya et al., 2009 ; Liu et al.,
2013 ; Séaenz et al., 2013 ; EI-Mostafa et al., 2014). Les travaux révelant la richesse de ce type
d’extraits en éléments nutritif expliquent, en grande partie, leurs capacités a promouvoir la

croissance des plantes en absence de stress en améliorant la fertilité des sols pauvres,
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constituant une source de P et de N, ainsi que d'autres éléments de croissance (Nedzarek et
Rakusa-Suszczewski, 2004).

Il est également important de mentionné les effets de synergie remarqués, dans certains
cas, entre 1’inoculation bactérienne des plantes et I’ajout des extraits au sol. Cela peut étre
expliqué par le fait que I’extrait a fournis des avantages a la fois aux plantes et a la bactérie.
Cette derniere semble avoir un effet plus remarquable une fois protégée du stress salin par
I’apport des extraits (Rai et al., 2017). Nabti et al. (2010) et Arif et al. (2015) ont signalé que
la restauration réussie de la croissance du blé dur dans des conditions de salinité apres
inoculation avec Azospirillum brasilense NH et 1’application concomitante d'extraits aqueux
de U. lactuca fournit constitue une nouvelle approche d'une formulation d'un inoculum de

graines pour I'amélioration de la croissance du blé dans les salins.

Il est crucial de mentionner que jusqu'a présent, aucune antithése claire n'a été conduite
contre I'application d'algues comme biofertilisants. Cependant, I'application a long terme des
algues en agriculture, ainsi que leur teneur élevée en sel (Na +, Cl-, K + et Ca2 + etc.) peuvent
augmenter sa quantité dans les tissus végétaux et contribuer a la salinisation des sols. De tels
problémes pourraient étre évités en incluant le repos du sol et des périodes de rincage par la
pluie pour diminuer la teneur en sel des sols (Angus et Dargie, 2002 ; MacArtain et al., 2007).
Dans le cas contraire, les différences entre les composés organiques des algues comme les
carraghénanes, les laminarines et les ulvanes et celles appartenant a des plantes terrestres telles
que la cellulose, I'némicellulose et la lignine peuvent exposer la communauté microbienne du
sol a des composés nouveaux et moins dégradables (Jiménez-Escrig et Sdnchez-Muniz, 2000 ;
Jaulneau et al., 2010). En outre, I'alginate, une molécule d'algues brunes qui agit comme un
composé contenant de l'eau, peut affecter la répartition de cette derniére dans le sol (Fourest et
Volesky, 1997 ; Jiménez-Escrig et Sanchez-Muniz, 2000). D'autre part, les algues sont
considérées comme des accumulateurs dynamiques de métaux lourds et d'autres contaminants
dans les environnements marins (Vasquez et Guerra, 1996, Fourest et Volesky, 1997 ;
Dadolahi-Sohrab et al., 2011, Karthick et al., 2012 ; Sudharsan et al., 2013). L'application
d'algues recueillies a partir de ces sites contamines dans les sols agricoles peut accroitre la
teneur de ces molécules agressives a la fois dans les sols et dans les plantes (Woznitza et

Barrantes, 2005). De plus, la décomposition anaérobie des composés sulfatés des algues
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conduit a la production de sulfures. Par conséquent, la concentration d'ions hydrogene dans le
sol augmente par 1’oxydation microbienne de ces sulfures et provoque donc une acidification
des sols (Brady et Weil, 2008). De tout cela, I’application de I’extrait d ' Opuntia ficus-indica
dans ce travail a révélé son efficacité comme alternative non négligeable aux extraits issus des
macro-algues marines afin de protégé les sols de I’accumulation des sels nocifs (Rai et al.,
2017). Ajoutant a ca, la nature résistante du figuier de barbarie & des périodes de stress
hydrique prolongées, une caractéristique majeure du Sahara Algérien, ouvre une grande
fenétre de perspective pour I’application de cette plante en agriculture moderne comme

biofertilisant pour une meilleure exploitation de nos ressources.
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VII. Pseudomonas protegens comme agent de biocontréle

1. Identification moléculaire
L’analyse de la séquence d’ADN 16S de la souche RhiNA 1’a clairement affili¢ au genre
Pseudomonas avec un minimum de divergence obtenue avec la souche Pseudomonas

protegens CHAO (ressemblance>99%) (Figure 67, Annexe 2).

Pseudomonas_protegens_Pf-5
—‘iseudomonas protegens strain CHAO
RhiNA

Pseudomonas caricapapayae strain Robbs ENA 378
—r— Pseudomonas amygdali strain_AL1

| Azotobacter_chroococcum_strain NBRC 102613

| Azotobacter_chroococcum_strain_IAM_12666

— Cellvibrio_fibrivorans_strain_R-4079
L Cellvibrio_ostraviensis_strain_LMG_19434

— Aeromonas_finlandiensis_strain_4287D
L Aeromonas_\veronii_B565_strain_B565

i Serratia_ficaria_strain_ NCTC_12148

L Serratia_proteamaculans_568_strain_568
—
nnz?
Figure 65 : arbre phylogénétique construit par 1’algorithme Neighbor-Joining sur la base de
quelques séquences d’ARN; 16S obtenues par BLAST. La barre indique 2% de divergence
entre les séquences.

Aprés identification, la souche RhiNA était affiliée au genre Pseudomonas. Ce groupe
de bactéries est largement répandu dans la nature. 1l joue un réle important dans les processus
physico-chimiques et biologiques du sol (Kahlon, 2016). Plus de 99% de similitude a été noté
entre la séquences ARN 16S de la souche RhiNA et celle de la souche Pseudomonas
protegens souche CHAO. Récemment, 1’espéce P. protegens espéces a été inclue dans le
groupe P. fluorescens. Ce groupe est decrit comme un groupe de PGPR antagoniste par
excellence en raison de sa capacité a améliorer la protection de la croissance des plantes et des
cultures végétales contre les phytopathogenes (Garrido-Sanz et al., 2016). Il est connu que la
souche P. protegens CHAO produit des métabolites secondaires avec un large spectre
d'activité antibiotique (HCN, NHzs, 2,4-diacétylphloroglucinol, et pyolutéorine pyrrolnitrine),
exhibant une activité élevée d'inhibition de phytopathogénes (Jouss et al., 2014).
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2. Production des métabolites d’intérét agricole

La souche P. protegens-RhiNA s’est révélée capable de produire des quantités d’HCN
(la couleur du papier Wattman a changé du jaune au marron dans les trois répétitions). En
présence de tryptophane (0.1 g/L), la souche RhiNA a produit 6.86 +4.84 pg/mL d’acide
indole acétique dans le milieu. Les deux souches P. protegens RhiNA et P. protegens CHAOQ
ont produit toutes les enzymes recherchées, a I’exception de la chitinase pour la souche CHAO
et de I’uréase pour la souche RhiNA. Cette derniere est capable de produire des niveau élevés
de protéase, lipase, estérase, uréase et des quantité modérées de chitinase. Les deux souches
produisent des quantités importantes de sidérophores et solubilise le phosphate tricalcique sur
le milieu de culture Pikovskaya (tableau 19).

Tableau 19 : métabolites d’intérét agricole produite par les deux souches bactériennes P.
protegens-RhiNA et Pseudomonas protegens CHAQ"

PGP-traits  RhiNA CHAOT PGP-traits RhiNA CHAOT
AlA (ug/mL) 6.86+£0.48 / Estérase ++ +

HCN +++ ++ Cellulase +++ +
Sidérophores  +++ ++ Lipase ++ ++
Chitinase + - Uréase . +
Protéase ++ ++ Solubilization du (P)  ++ ++

(-) négative, (+) faiblement positive, (++) modérément positive, (+++) hautement positive (Annexe 1).

L’HCN et I'ammoniac sont connus pour étre toxiques pour la croissance et l'activité
fongique (McCallan et Weedon, 1940 ; Howell et al., 1988). De nombreux travaux ont signalé
l'implication des bactéries du genre Pseudomonas, y compris I’espéce P. protegens, dans le
biocontrole d'une large gamme de maladies fongiques chez les plantes. Cette activité a été
attribuée en grande partie a la production de ’HCN et de I’ammoniaque (O'Sullivan et O'Gara
1992 ; Dowling et O'Gara, 1994 ; Pal et al., 2000 ; Walsh et al., 2001 ; Bensidhoum et al.,
2016).

La dégradation de la matiére organique du sol, via les activités enzymatiques, est I’un
des processus majeurs fourmis par les microorganismes pour améliorer la qualite des sols et la

croissance des plantes. Les enzymes microbiennes (uréase, lipase, protéase, chitinase, amylase
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et cellulase) jouent un réle primordial dans les transformations biologique et
physicochimiques dans le sol (Glick, 1995 ; Viveros et al., 2010 ; Rana et al., 2012 ; Xun et
al., 2015). Les enzymes telles que la chitinase et la cellulase jouent également un role
important comme métabolites microbiens impliqués dans le biocontrol des agents pathogenes,

participant a la dégradation des parois fongiques (Mitchell et Alexander, 1963).

Sindhu et Dadarwal (2001) et Ahmad et al. (2013) ont montré que plusieurs souches
appartenant au genre Pseudomonas produisent des protéases, des cellulase, des chitinase et des
lipases, sont impliquées dans la dégradation de la matiere organique dans le sol et dans le
biocontrol des phytopathogenes. Un Pseudomonas protegens, isolé a partir de la rhizosphere
des Solanaceae, s’est révélé d’une grande efficacité contre un large spectre de champignons
phytopathogénes. Son activité antagoniste a été attribuée a I’expression de chitinase, HCN,
Siderophores, NH3 et autre métabolites secondaires (Ramyasmruthi et al., 2012). Egalement,
Malathi et Viswanathan (2013) ont souligné le rdle des Pseudomonas producteurs de chitinase
dans le biocontrol de la pourriture rouge causée par Colletotrichum falcatum chez la canne a
sucre. Bensidhoum et al., (2015) et Bensidhoum et al., (2016) ont montré le role d’un P.
protegens (LiBe S5) dans la promotion de la croissance de 1’orge sous concentration ¢élevé en
métaux lourds. Cette méme bactérie a montré une activité antifongique contre un large spectre
de champignons phytopathogénes et s’est montré efficace contre la propagation de Botrytis
cinerea sur feuilles de la laitue. Les activités PGPR de cette souche ont été attribuées en
grande partie a sa capacité de produire des quantités importantes d’enzymes lytiques
(cellulase, chitinase, amylase, uréase, protéase et lipase), de I’AIA, I’HCN, I’NHz, des
sidérophores et des phosphatases. De tels caractéres peuvent étre impliqués dans le caractére

antagoniste de la souche RhiNA contre les champignons testés dans ce travail.

Dans le sol, les sidérophores jouent un role important dans la promotion de la croissance
des plantes. Egalement, leur caractere compétiteur et antagoniste vis-a-vis des pathogenes
n’est pas négligeable (Simdes et al., 2007 ; Hider et Kong, 2010 ; Beneduzi et al., 2012). Le
Pseudomonas fluorescens WCS374r est impliqué dans 1’induction de la résistance systémique
chez le riz contre le champignon phytopathogeéne Magnaporthe oryzae. Cette RSI est basée sur
un complexe de protection répressible medité par un complexe de sidérophores (De

Vleesschauwer et al., 2008). Un autre complexe Fe-sidérophores, produit par P. protegens, est



Chapitre 111 Résultats et Discussion.

impliqué dans 1’amélioration de la teneur en phénol et en enzymes impliquées dans son
oxydation chez les plantes du riz. Le résultat en est une induction de la résistance systémique
contre Pyricularia oryzae (Amutharaj et al., 2013). Etonnamment, les sidérophores peuvent
également stimuler la biosynthese d'autres composés antimicrobiens impliqués dans les
défenses et la santé végétale (Laslo et al., 2011 ; Beneduzi et al., 2012).

Il est bien établi que les bactéries appartenant au genre Pseudomonas sont d'excellents
producteurs d’auxines, participant a I’amélioration du rendement des cultures de plantes
(Karnwal, 2009 ; Malik et Sindhu 2011 ; Bharucha et al., 2013 ; Kamble et Galerao, 2015). De
plus, certaines études admettent que les auxines bactériennes, telles que I'AlA, participent a la
médiation de 1’antagonisme bactérien et stimulent les défenses des plantes et la suppression
des maladies (Khare et Arora, 2010 ; Yu et Zheng, 2007). En outre, Petti et al. (2012) ont
étudié le role de I’AlA produit par P. fluorescens dans la médiation de la lutte biologique

contre Fusarium.

3. Inhibition de la croissance mycélienne des champignons étudiés

Les résultats ont montré que la souche RhiNA a exercé une inhibition potentielle de la
croissance mycélienne une fois confrontée aux champignons phytopathogenes Botrytis
cinerea, Aspergillus niger, A. flavus et Mucor sp. Le pourcentage d’inhibition le plus élevé a
été obtenu contre le champignon A. niger (66%=0.88), suivi par M. sp. (66%=+1.33). Les PGl
(%) obtenus contre B. cinerea et A. flavus étaient de 62+1.33 et 58%z1.33, respectivement.
Aucune différence significative n’a été constatée entre les différents PGI (%) obtenus contre

les quatre champignons (Figure 68).
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Figure 66 : pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne
de B. cinerea, A. niger, M. sp., et A. flavus. **** : (difference
significative a p<0.0001). Témoin non représenté [0%)].
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4. Inhibition de la germination des spores (SGP%o)

La germination des spores de tous les champignons a été fortement inhibée par la souche
RhiNA. La plus forte inhibition a été obtenue contre A. flavus avec un succes de germination
de seulement 10.15% =+ 9.4, suivie par A. Niger (seulement 14,32 + 8,38% des spores ont
arrivé a germées en présence de la souche RhiNA). 28.92% + 2.72 des spores de B. cinerea
ont réussi a germer en présence de l'antagoniste. Les spores du champignon Mucor sp. Etaient
moins sensibles a la présence de la souche RhiNA, avec un PGI% de 55,10% + 17,96 (Figure
69).
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Figure 67 : pourcentage de germination des spores de B. cinerea,
A. niger, M. sp., et A. flavus. * : différence significative (p<0.05) ;
** . différence significative a (p<0.005). Témoin représenté avec
[100%)].
5. Inhibition de la pourriture grise due a B. cinerea sur fruits de pomme

Dans cette expérience, les fruits de pomme inoculés avec B. cinerea-BClont montré des
symptdmes caractéristiques habituellement générés par ce champignon (pourriture grise).
L’antagoniste P. protegens-RhiNA a exprimé une forte activité inhibitrice vis-a-vis
développement de B. cinerea sur les pommes inoculées. Ainsi, une superficie moyenne de
529,74 mm? a été touchée par la propagation fongique en absence de la souche RhiNA, alors
que seulement 172,823 mm2 de la zone a été affectée en présence de 1’antagoniste P.
protegens RhiNA. Ces proportions correspondent a un pourcentage d'inhibition de 32,62%
(Figure 70, 71).

La souche P. protegens-RhiNA a montré une forte inhibition de la germination des

spores et de la croissance mycélienne de B. cinerea, A. Niger, A. flavus et Mucor sp. Les
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quatre champignons sont connus pour étre des parasites de plantes et des producteurs

potentiels de mycotoxines (Michailides, 1991 ; Sétamou et al., 1997 ; Calvo et al., 2010 ;

Sharma, 2012 ; Peng et al., 2015). De nombreux travaux ont signalé l'utilité des bactéries

appartenant au genre Pseudomonas dans la lutte biologique contre les organismes

phytopathogénes (Janisiewicz et Marchi, 1992 ; Luna-Romero et al., 2000 ; Yunus et al.,

2016). Egalement, le champignon B. cinerea est connu pour étre responsable de pertes pré et

post-récolte considérables dans de nombreuses cultures a travers le monde (Montealegre et al.,

2010).
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Figure 68 : zone pourrie des fruits de pomme attaquées
par B. cinerea, en présence et en absence de la souche
antagoniste RhiNA, **** . différence significative (p
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Dans cette partie, I'application du champignon phytopathogene B. cinerea sur les fruits
de pomme a abouti a I'expansion de la moisissure grise aux alentours des points d’inoculation.
Cependant, I’application de I’isolat P. protegens-RhiNA comme agent de biocontrol contre B.
cinerea a considérablement contribué a I’inhibition de la maladie sur les fruits testés. Pendant
le stockage, la contamination entre les fruits adjacents peut souvent avoir lieu, menant a des
pertes énormes du produit (Xiao et Kim, 2008). Peighami-Ashnaei et al. (2009) ont constaté
que la double culture de Pseudomonas fluorescens P-5 et Bacillus subtilis B-3 réduit, a 60%,
la pourriture grise due a B. cinerea sur fruits de pommes apres 20 jour de I’application. Ils ont
également prouvé l'absence de différence significative entre 1’effet de ces deux antagonistes et
celui de la thiabendazole (une substance antifongique utilisée en agriculture) contre Botrytis
cinerea. En outre, un autre Pseudomonas cepacia a été utilisé par Janisiewicz et Roitman
(1988) pour contréler la propagation de B. cinerea dans les pommes. L'application de cette

souche a sauvé 20% de la zone endommagee par rapport au témoin.
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Conclusion et Perspectives :

Les PGPR occupent progressivement une place importante en agriculture moderne. Dans
ce travail, nous avons révelé que la salinité affecte considérablement 1’activité lytique de ces
microorganismes dans le sol (cellulolytique, protéolytique, lipolytique, uréasique,
chitinolytique etc.). Egalement, I’ensemble des autres parametres physicochimiques d’un sol
(pH, contenu en matiére organique, humidité) sont affectés a la fois par la salinité et par les
activités lytiques des bactéries du sol. De ce point de vu, cette partie apporte des informations
d’une grande valeur pour une meilleure compréhension de la distribution des bactéries
productrices d’enzymes lytiques et leur interaction avec I’environnement. D’autres travaux
détaillés, avec un nombre plus significatif d’échantillons et d’isolats, sont nécessaires pour une
meilleure compréhension de I’impact des facteurs abiotiques sur le comportement des

bactéries du sol et pour une exploitation plus profonde des résultats obtenus.

Les bactéries productrices d’enzymes lytiques peuvent étre exploitées en agriculture.
Elles participent a la dégradation de la matiere organique et I’enrichissement conséquent des
terrains agricoles en éléments nécessaires au développement des plantes. Elles peuvent
également étre exploitées dans d’autres domaines d’industrie (alimentaires, pharmaceutique,

cosmétique etc.).

Certaines pratiques agricoles ont amélioré la production agricole au niveau planétaire.
Cependant, I’irrigation excessive et 1’application exagérée d’engrais, fongicides, pesticides et
herbicides synthétiques a considérablement contribué a la salinisation des sols, la pollution des
terrains agricoles et la perturbation de la qualité nutritionnelle des aliments issus de
’agriculture. La deuxiéme partie de notre travail comporte un isolement et une sélection « in
vitro » de quelques bactéries du sol, pouvant étre d’une utilitt comme bioinoculants en

agriculture et comme restaurateurs de la croissance des plantes sous stress salin.

Les souches bactériennes F. johnsoniae-BEA4, P. putida-BEC9, A. xylosoxidans-BOA4
et A. chroococcum-SEB9 ont été capables de fixer l'azote atmospherique, de produire une
large gamme d'enzymes hydrolytiques, de solubiliser le phosphore inorganique insoluble, de
produire des sidérophores, de synthétiser des quantités importantes d’AlA et d'utiliser I'ACC

comme seule source d'azote.
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Les extraits aqueux et hydroalcooliques de O. ficus-indica, U. lactuca et E. intestinalis
ont considérablement amélioré I'halotolérance des souches précitées. La germination des
graines de blé a été également boostée par I'inoculation bactérienne avec les quatre souches
et/ou l'application des extraits aqueux d’OFI, UL et El. Toutefois, d’autres €tudes in vivo sont
nécessaires pour déterminer I'effet des extraits et/ou des souches sur des stades prolongés de la
croissance du blé et leurs impact a long terme, a la fois sur la croissance des plantes et les

propriétés du sol.

L’expérience réalisée sur tomate a révélé que les deux bactéries P. putida-BEC9 et A.
xylosoxidans-BOA4, avec ou sans extraits (OFI, UL et EI), participent a la stimulation de la
germination et de la croissance des plantules de tomate. Les différents traitements,
particuliérement certains associations bactérie-extrait, participent également a la restauration
de la croissance des plantules de tomate sous stress salin et améliorent leur capacité a
accumuler des acides aminés tels que la proline et I’acide glutamique comme osmoprotecteurs
pour se protéger du stress. Cependant, d’autres travaux sont nécessaires pour déterminer 1’effet
des souches et des extraits ou de leur association sur le rendement finale des plantes de tomate,
leur sécurité et leur valeur nutritionnelle, ainsi que pour la détermination de la nature des

autres solutés accumulés comme osmoprotecteurs.

Dans la derniere partie de ce travail, l'isolat P. protegens-RhiNA a présenté une
remarquable activité inhibitrice de la croissance mycélienne et de la germination des spores de
B. cinerea, A. niger, A. flavus et Mucor sp. Cette souche a significativement minimisé la
propagation de la moisissure grise due a B. cinerea sur fruits de pomme. Ainsi, cette souche
pourrait étre valorisée et efficacement utilisée comme agent de lutte biologique en agriculture,

particulierement dans les processus de conservation post-récolte des fruits et des légumes.

Enfin, ce travail constitue une initiation prometteuse visant le développement d’une
procédure de formulation d’engrais biologiques et de sélection de bactéries utiles en
agriculture. D’un c6té, pour la promotion de la croissance de certaines plantes potentielles en
agriculture (céréales : blé ; Iégumes : tomate) et le biocontr6le de phytopathogenes touchant
les produits post-récolte (fruits : pomme). D’un autre c6té, pour la restauration de la croissance

des plantes (céréales : blé ; légumes : tomate) sous stress salin.
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L’optimisation des concentrations d’extraits a appliquer et de leurs effets a long terme (a
la fois sur le sol et sur les plantes), la détermination des molécules a réle osmoprotecteur dans
les trois extraits, de leurs valeurs nutritionnelles et leurs contenus en éléments minéraux sont
nécessaires pour une meilleure compréhension de leurs mode d’action et de leurs impacts sur
I’environnement. Egalement, le dépistage de la sécurité des inocula, de leur survie et leur
modalité d’interactions au sein de leur nouvel environnement et de leurs modes d’action sur

les plantes inoculées constituent d’autres perspectives au futur.
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Annexe 1 :

Signification des signes (-, +, ++ et +++) exprimés dans la partie résultats et discussion.
- : Absence d’activité

+ : Diametre de la zone d’activité autour du disque (inférieur ou égal a 10 mm).

++ : Diametre de la zone d’activité autour du disque (entre 10 et 20 mm).

+++ : Diamétre de la zone d’activité autour du disque (supérieur a 20 mm).

Annexe 2 :

Les séquences d’ADN; 16S des 5 souches BEA4, BEC9, BOA4, SEB9 et RhiNA.

Séquence ADNr 16S de la souche BEAA4 :

GGGGTCTAGAGCGGCGCACGGGTGCTTTCACAGAGGGATAGCCCTTTGGATTAATACCTC
ATAGTAAAGTCACAACGGTGAAAGATGAGCATGCGTCCCATTAGTTAGTTGGTAAGGTAA
CGGCTTACCAAGACTTCGATGGGTAGGGGTCCTGAGAGGGAGATCCCCCACACTGGTACT
GAGACACGGACCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGTCAATGGGCGCA
AGCCTGAACCAGCCATGCCGCGTGCAGGATGACGGTCCTATGGATTGTAAACTGCTTTTGT
ACGAGAAGAAACACTCCTACGTGTAGGAGCTTGACGGTATCGTAAGAATAAGGATCGGCT
AACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCAAGCGTTATCCGGAATCATTGGG
TTTAAAGGGTCCGTAGGCGGTCTTGTAAGTCAGTGGTGAAAGCCCATCGCTCAACGATGG
AACGGCCATTGATACTGCAGGACTTGAATTACCAGGAAGTAACTAGAATATGTAGTGTAG
CGGTGAAATGCTTAGAGATTACATGGAATACCAATTGCGAAGGCAGGTTACTACTGGTTT
ATTGACGCTGATGGACGAAAGCGTGGGTAGCGAAC

Séquence ADNr 16S de la souche :

CTTGCTCTCTGCGGCGGAGGGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAA
AGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGC
TATCAATGAGCCTAGGTCGGATTACTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGAT
CCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGA
AGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGCAGTAAATTAATACTTT
GCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCAGCCGCGGTAATAC
AGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTTGGTTCGTTAAGTT
GGAGTGAAAGCCCCGGGCTCACCTGAACTGCATTCAAAACTGACGAGCTAGAGTATGGTA
GAGGGTGGTG



Séquence ADNr 16S de la souche BOA4 :

GGCAGCACGGCGTCTGGTGGCGAGTGGCGAACGCGGAACGTGCCTAGTAGCGGGGGATA
AAAGCGTAGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGCAGGGGATCGCAAGACCTTG
CACTATTAGAGCGCCGATATCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCTCACCAAGGCGA
CGATCCGTAGCTGGTTTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGAC
TCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGAAACCCTGATCCAGCCATC
CCGCGTGTGCGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGGCAGGAAAGAAACGTCAT
GGGCTAATACCCCGTGAAACTGACGGTACCTGCAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCC
AGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTG
CGCAGGCGGTTCGGAAGAAAGAGTGAAATCCCAGAGCTTAACTTTGGAACTGCATTTTTA
ACTACCGGGCTAGAGTGTGTCAGAGGAGGTGGAATTCCGCGTGTAGCAGTGAAATGCGTA
GATATGCGGAGGAACACCGATGGCGAAAGCCTCCTGGGATAACACTGACGCTCATGCACG
AAAGCGTGGGGAAA

Séquence ADNr 16S de la souche SEB9 :

TCCGGGGGTGCTTGCACCTCGATTCAGCGGCGGGGCCTAGGAATCTGCCCGATAGTGGGG
GAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGTGGGGGCTCTT
CGGACCTCACGCTATCGGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCTC
ACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCACACTGGAACTGAGACACGGT
CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCC
AGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTCGGGAGGAA
GGGCTGTAAGCGAATACCTTGCAGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACT
TCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTA
AAGCGCGCGTAGGTGGTTTGGTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACT
GCATCCAAAACTGCCTGACTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAAGGCGACCACCTGGCTGATACT
GACACTGAGTGCG

Séquence ADNr 16S de la souche RhiNA :

CGTCCGGCATAGTATGCGAGTCGCGCGGGGCACGGGTACTTGTACCTGGTGGCGAGCGGC
GGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTAGTAGTGGGGGATAACGTCCGGAAACGG
GCGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATT
AGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCTACGATCC
GTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCG
TGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAATTACCT
AATACGTGATTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAACAG
CCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAG
GTGGTTTGTTAAGTTGAATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACT
GGCAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
TATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAATGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGC
GAAAGCTTGCGGA
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Chromatogrammes issus de l’analyse HPLC des acides aminés dans les plantules de tomate.
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El: 150 mM NacCl
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Chromatogrammes issus de 1’analyse HPLC des acides aminés dans les plantules de tomate.




Annexe 4 :

Photos du test in vivo sur tomate apres 40 jours de croissance.
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De droite a gauche : BOA4 (00 mM NaCl), BOA4+UL (00 mM NaCl), BOA4+OFI (00mM NaCl),
BOA4+EI (00 mM NaCl).

De gache a droite : BOA4 (50 mM NaCl), BOA4+OFI (150 mM NaCl), BOA4+UL (150 mM
NaCl)), BOA4+EI (150 mM NacCl).
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ABSTRACT

Using beneficial bacteria to control plant pathogens has become an ecofriendly alternative to the excessive use of
chemicals. In this investigation, a bacterial strain RhiNA, isolated from an agricultural land in northern Algeria
(Bejaia), was selected based on its ability to produce antifungal and plant growth promoting (PGP)-metabolites. It was
then molecularly identified and screened for its antagonistic activity against B. cinerea, Mucor sp., A. niger and A.
flavus. The isolate was also tested for its ability to attenuate gray mold caused by B. cinerea on apple fruits. This strain,
identified as Pseudomonas protegens, produced several hydrolytic enzymes, IAA, siderophores, HCN, ammonia and
showed potential inhibition of mycelial growth and spore fungal germination (PGI : 66,66,62 and 58% ; SGP : 14.32,
55.10, 28.92 and 10.15% against A. niger, Mucor sp., B. cinerea and A. flavus, respectively). Only 172.823 mm® of
each inoculated area on apple fruits were touched by B. cinerea-gray mold, compared to 529.74 mm” of rotted zone in
absence of the strain. P. protegens-RhiNA shows high efficiency against a virulent fungal strain of B. cinerea. Thus, it

could be used as a biocontrol agent for a sustainable agriculture in future.
Keywords: PGPR, Biocontrol, Phytopathogens, IAA, Siderophores, Phosphate Solubilization.

I. INTRODUCTION

The alarming increase of human population, that is
supposed to cross 9 billion by the end of 2050, requires
more food and feed production; especially in countries
were resources are damaged due to uncontrolled human
activities and environmental degradation. Agriculture is
the main source of food for humans. Its total production
needs to jump by 70 to 100% to satisfy global increased
demands in the next few years [1]. However, agricultural
practices are threatened by various abiotic and biotic
stresses, which require more resources exploitation to
avoid decreased productivity [2]. Among these challenges,
phytopathogens are responsible of 10 and 20% of yield
losses in both developed and underdeveloped countries
respectively, where fungi like Botrytis spp., Aspergillus
spp.. Mucor spp., Fusarium spp., Thielaviopsis spp.,
Verticillium spp., Ustilago spp., Rhizoctonia spp. and
Puccinia spp. are in the first line of implication [3,4,5].
Their virulence exhibits considerable diversity both in
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their developmental biology and in the types of induced
symptoms [6].

Over time, several scientific practices have been used to
attenuate and/or eliminate fungal pathogens from
agricultural lands. The application of fungicides to control
phytopathogens effects is one of the most important tools
exploited for plant protection and crop improvement.
Nevertheless, their regular use present a serious risk for
environment, especially if residues persist in soil or
migrate to waterways, hence damaging soil and water
quality [4]. In addition, resistance emergence in
phytopathogen populations to these chemicals, their low
ability to penetrate in plant tissues, their high cost
application, and the deleterious effects caused by
fungicides to some beneficial organisms in soil constitute
difficult obstacles [7-9].

Under pressure of the aforementioned problems, scientific

and farmers were obliged to find other alternatives to
reduce fungicides utilization such as selection, cultivation
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and breeding of resistant crops [7]. In the last few years, a
new ecofriendly and cost-effective approach consisting to
use beneficial soil bacteria to control plant pathogens, but
also to improve plant growth under different conditions,
was widely adopted by both scientists and farmers. This
kind of telluric microorganism is referred to as Plant
Growth Promoting Bacteria or rhizobacteria (PGPBR)
[10]. PGPR can affect plant growth by providing
elementary elements essential for plant growth, producing
secondary metabolites like phytohormones, antibiotics,
biologically active compounds etc., and suppressing or
decreasing phytopathogens via competition [11].

Beside their antagonism, some PGPR can induce
biochemical and physiological modifications in plant
tissues, improving their defenses against pathogens,
which is designated by the term Induced Systemic
Resistance (ISR) [12]. Several works proved that bacteria
belonging to the genera Acinetobacter, Pseudomonas,
Staphylococcus, Bacillus, Enterobacter, Burkholderia and
Alcaligenes are known to be PGPR capable to exhibit
high antagonistic activities against phytopathogenic fungi
like Fusarium solani, Pythium ultimum, Alternaria
alternata, Botrytis cinerea and Phytophthora cryptogea
[13, 14, 15 and 16].

In this work, the bacterial isolate (RhiNA) was selected,
among others, based on multi-PGP-traits and antifungal
metabolites screening. It was then molecularly identified
and tested for its ability to inhibit mycelial growth and
spores germination of four fungi Botrytis cinerea,
Aspergillus flavus, A. niger and Mucor sp. Finally, this
strain was assessed in vivo to demonstrate the antagonistic
efficiency against Botrytis cinerea-BC1 affecting apple
fruits.

II. METHODS AND MATERIAL

1. Bacterial strain and Plant pathogens

The strain RhiNA was isolated in 2014 by the
Laboratory of Mastery of Renewable Energies from an
agricultural soil in northern Algeria (Bejaia). A
reference strain Pseudomonas protegens CHAO" was
kindly provided by Professor Anton Hartmann from the
German Research Center for Environmental Health
(GmbH), Research Unit Microbe-Plant Interactions-
Germany. The phytopathogen fungus Botrytiscinerea-
BC1 was generously provided by the laboratory of

mycology-University A. Mira of Bejaia-Algeria. This
strain was originally isolated in France by the
Laboratory of Plant Protection (INRA-STPV,
Avignon).The fungi Aspergillus niger, A. flavus and
Mucor sp. were offered by the laboratory of applied
microbiology, University of Bejaia-Algeria. Apple fruits
(Malus domestica) variety Golden Delicious were
freshly harvested in Bejaia-Algeria, and immediately
transported to the laboratory before use.

2. Production of Antifungal Compounds
A. Cyanhydric acid (HCN)

HCN detection was carried out following Lorck’s
protocol (1948) [17]. For this, a nutrient agar was
supplemented with filter-sterilized glycine solution to a
final concentration of 4.4 g/L. The medium was then
casted in Petri dishes (9 mm of diameter). The covers
were upholstered by Whatman paper impregnated with a
sodium picrate solution (5% picric addition of 2% of
anhydrous sodium carbonate acid). 100 uL of bacterial
culture was flooded on agar using sterile swabs. Petri
dishes were sealed with parafilm and incubated at
30°C/96 h. Ammonia production is expressed by
transformation of the yellow color on the Whatman
paper (provided by the solution of sodium picrate) to
orange or brown.

B. Ammonia

For ammonia detection, 100 pL of fresh culture (DO =
0.7) was inoculated in tubes containing 10 mL of
peptone broth medium. After incubation (30°C/96 h),
500 pL of Nessler reagent were added to each tube. A
positive result is designated by apparition of yellow or
orange color in the mixture, indicating ammonia
production by strain [18].

C. Chitinase assay

Chitinase was screened according to the protocol of [19].
Agar medium with the following composition in 1 L of
distilled water ; K2HPO4 (2.7 g) ; KH2PO4 (0.3 g);
MgSO47H20 (0.7g ) ; NaCl (0.5 g) ; KCI (0.5 g) ; yeast
extract (0.13 g); Agar (15) ; 7.2 + 0.02 pH was
supplemented with colloidal chitin (0.8 a 0.6 g). This
last is prepared by suspending 1 g of chitin in 9 mL of
concentrated HCI. The solution is left under stirring for
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2 h before bringing the volume to 250 mL. After 24 h,
the obtained pellet is re-suspended in distilled water,
washed 3 times with normal water and three times with
distilled water then left for decantation. The mixture was
filtered through metallic sieve (0.5 mm) and the filtrate
was stocked at 4°C before using. The strain is inoculated
by the disc agar method. A positive result is expressed
by a clear hallo around the disc.

D. Siderophores

Siderophores were screened on Chrome azurol S (CAS).
The CAS medium contains four separately prepared
solutions. The Fe-CAS indicator solution (1) contained
10 mL of 1 mM FeCl;-6H,0 (in 10 mM HCI1) and 50
mL of CAS solution (1.21 mg mL™"); the mixture was
added slowly to 40 mL of an aqueous solution of
HDTMA (1.82 mg/mL). Buffer solution (2) was
prepared by dissolving 30.24 g of PIPES in 750mL of a
salt solution (0.3 g KH,PO,, 0.5 g NaCI, 1.0 g NH4C1,
15 g agar); pH was adjusted to 6.8 using 50% KOH and
water was added to bring the volume to 800 mL. The
solution (3) contained per 70 mL water: 2 g glucose, 2 g
mannitol, 493 mg MgSO,-7H,0, 11 mg CaCl,, 1.17 mg
MnSO4-H,0, 1.4 mg H;BO3, 0.04 mg CuSO,4-5 H,0, 1.2
mg ZnSO,-7H,0, and 1.0 mg Na,M0O,-2H,0 in 70 mL
of distilled water. Solutions (1) (2) (3) were autoclaved
separately then cooled to 50°C. 30 mL of filter-sterilized
solution (4) containing 10% (w/v) casamino acids was
mixed with the solutions (3) and (2). The indicator
solution was added last [20].

3. Characterization of PGP-traits
A. Enzymatic activities

To study the strain’s ability to degrade various organic
substrates, the agar disk method was used. Cellulolytic
and esterasic/lipolytic activities were detected using the
protocols proposed by [21] and [22], respectively.
Proteolytic, amylolytic and ureasic activities were
screened by the methods described in [23], [24] and [25],
respectively.

B. Indole 3-Acetic Acid (IAA) quantification
IAA quantification was performed on LB medium

supplemented with tryptophan [1g/L]. After incubation,
1.5 of culture was transferred to microtubes, centrifuged

at 9,500xg for 2 min. 1 mL of supernatant is transferred
to tubes together with 1 mL of Salkowski’s reagent (1
mL of 0.5 mol L FeCl3 and 49 mL of 35 % HCIO4).
Half an hour later, the amount of IAA is determined by
reading the mixture absorbance at 350 nm. Results are
compared to those obtained with a standard curve
prepared by a pure IAA (Sigma Aldrich ®). Visually, a
pink color in the mixture (supernatant/Salkowski’s
reagent) indicates auxin’s production by the stain [26].

C. Phosphate solubilization

The strain’s ability to solubilize inorganic tricalcium
phosphate was studied using Pikovskaya’s medium (PKV)
containing per litter: glucose, 10 g; Ca; (POy),, 5 g; (NH,)
2S0,, 0.5 g; NaCl, 0.2 g; MgSO, 7H,0, 0.1 g; KC1, 0.2 g;
yeast extract, 0.5 g; MnSO, H20, 0.002 g; and FeSO,
7H,0, 0.002 g; agar 15 g. The capacity of an isolate to
solubilize inorganic phosphate is expressed by a clear
halo around the agar disk [27].

All  PGP-traits, except IAA and HCN,
simultaneously screamed and compared to those of
reference strain Pseudomonas protegens-CHAQ".

were

4. Molecular identification

Molecular identification was carried out by sequencing
DNA fragments coding for the 16S rRNA. After DNA
extraction, amplification was realized using universal
primers (5°-S-D-Bact-0008-a-S-20-3") and (5°-S-D-Bact-
1495-a-S-20-3") having the following sequences (5°-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) and (5°-
AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3%) [28]. The
reactional mixture for amplification contained: 2.5uL
PCR reaction buffer, 2.5 pL MgCl,, 0.2uL
deoxynucleoside triphosphate, 0.3uL of each primer,
0.2uL Taq DNA polymerase and luL of total DNA.
PCR program was started at 94°C for 3 minutes, then 35
cycles of denaturation at 94°C for 45 seconds, followed
annealing for 1 minutes at 55°C and elongation for 2
min at 72°C, and finished by an elongation step at 72°C
for 8 minutes. The amplification product was revealed
by electrophoresis (1.5% agarose gel in 0.5x Tris—
borate-EDTA buffer/30 minutes). The migration product
was revealed under UV detector after putting them in a
0.5 mg/1 ethidium bromide solution/30min.
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An enzymatic sequencing of the amplified DNA

fragments was realized according to the method of Sanger.

Sequences were deposited in the GenBank and compared
with sequences available at the NCBI database
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) using BLAST algorithm
[29]. A phylogenetic dendrogram was constructed via
the neighbor joining method and tree topology was
evaluated by performing bootstrap analysis of data sets
using MEGAG.

5. Mycelial growth inhibition

The antagonistic activity P. protegens-RhiNA against
the following fungi: B. cinerea, Mucor sp., A. niger and
A. flavus was studied using agar diffusion method [30].
Agar discs of fresh fungal cultures (0.5 cm diameter)
were putted in the center of Petri dishes containing
Potato Dextrose Agar medium (PDA). Similar discs of
antagonistic bacteria are placed at 2.5 cm of the fungal
disc (3 discs per plate). Plates without bacteria were
used as control. After incubation (25+2° C, 5 days) the
percentage of fungal growth inhibition was calculated
using the formula: [(KR-R;)/KR] x 100. KR corresponds
to the distance from inoculation point to fungal colony
margin in the control (mm). R, represents the distance
between fungal colony center and its periphery in the
treated plates.

6. Inhibition of fungal spores’ germination

In Eppendorfs tubes, 20ul of sporale suspension (10°
Spores/mL) were mixed together with fresh bacterial
culture of the antagonist (10® CFU/ml). 1 mL of sterile
distilled water with 5% of glucose was added to each
Eppendorf. The mixture is incubated at 21°C/24 h.
Controls were inoculated only with fungal spores. The
experiment was realized in triplicate. Spore germination
percentage (SGP %) was hemocytometrically calculated
using an optic microscope (40X) [31].

7. In vivo assay on apple fruits

In vivo test on apple fruits was monitored using a
modified protocol of [32]. Fresh apple fruits with similar
calibers were disinfected with sterile distilled water,
supplemented with 2% hypochlorite, and left at room
temperature for drying. Three equidistance holes (4 mm
x 5 mm) were made in equatorial zone of fruits and each
hole was inoculated with 30 uL of Bacterial suspension
of the antagonist (10* CFU/mL). After 2 h, each hole
was supplemented with 15 pL of B. cinerea-sporale
suspension (10° Spore/mL). Apple fruits were placed in
sterile boxes walled with absorbent paper humidified
with sterile distilled water (3 fruits/box), then incubated
at 25 +2°C for 4 days. At the end of the experiment, the
rotten surface was measured using the ImageJ® program.
The experiment was repeated in triplicate. Controls
without bacterium were used.

8. Statistical analysis

Statistical analysis was carried using the software
GraphPad Prism® version 6. The one-way ANOVA test
was used to compare in vitro antagonistic assay’s results.
In vivo assay was analyzed using impaired t test with
Welch’s correction (p<0.001).

III.RESULTS AND DISCUSSION
1. PGP-traits

The strain RhiNA was able to produce high amounts of
HCN (Whatman paper color has changed from yellow to
brown in the three inoculated replicates). In presence of
tryptophan (1 mg/mL), this strain produced 68.67+4.84
pg/mL of the auxin-IAA. The reference strain (P.
protegens CHAO") produced also different studied
enzymes except chitinase, while the strain RhiNA showed
high level of protease, lipase, esterase, urease and
moderate amounts of chitinase. The tow strains
produced considerable amount of siderophores on CAS-
agar medium and to solubilized tricalcium phosphate [Ca;
(PO,);] on Pikovskaya’s medium (Table 1).
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Table 1: PGP-traits of the isolate RhiNA and Pseudomonas protegens CHAQ"

PGP-traits RhiNA CHAO" PGP-traits RhiNA  CHAO"
IAA (ug/mL) 6.86+0.48 / Esterase ++ +

HCN +++ ++ Cellulase +++ +
Siderophores +++ ++ Lipase ++ ++
Chitinase + - Urease - +
Protease ++ ++ (P) solubilization ++ ++

Zones of clearance or indicator color changes around colonies were measured; (+): diameter between 7 and 10 mm; (++): diameter
between 10 and 20 mm; (+++): diameter above 20 mm; (-): negative result.

Pseudomonas_protegens_Pf-5
A‘fseudomonas protegens strain CHAO
RhiNA

I: Pseudomonas caricapapayae strain Robbs ENA 378

Pseudomonas amygdali strain_AL1

| Azotobacter_chroococcum_strain_NBRC_102613

— Cellvibrio_fibrivorans_strain_R-4079
L Cellvibrio_ostraviensis_strain_LMG_19434

| Azotobacter_chroococcum_strain_IAM_12666

— Aeromonas_finlandiensis_strain_4287D

| S Aeromonas_\eronii_B565_strain_B565
— Serratia_ficaria_strain_NCTC_12148

0.02

L Serratia_proteamaculans_568_strain_568

Figure 1: Neighbor-Joining Tree obtained using MEGA®, revealing the phylogenetic relationship of the analyzed
isolates. -Bar indicates 2% sequence divergence.

2. Mycelial growth inhibition

The results showed that the strain RhiNA exerted
potential inhibition of mycelial growth when confronted
to the fungi B. cinerea, A. niger, Mucor sp. and A. flavus.
A highest inhibition was obtained against A. niger
66%+0.88, followed by Mucor sp. (66%=+1.33). The PGI
obtained against both B. cinerea and A. flavus were
62+1.33 and 58 %=*1.33, respectively. No significant
differences were noted between the different PGI against
the four fungi (Figure 2).

80+

[Ty

&

o Il Control

&
[ 8. cinerea
B3 A niger

Mucro sp.
A. flavus

Figure 2: Percentage of mycelial growth inhibition
(PGI %) of B. cinerea, A. niger, Mucor sp. and A. flavus
by the strain RhiNA. *#¥¥: significant difference (p <
0.0001).

3. Inhibition of fungal spores’ germination
Spore germination of all fungi was highly inhibited by
the strain RhiNA. The highest inhibition was obtained
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against A. flavus with a germination success of
10.15%+9.4, followed by A. niger, where 14.32%+8.38
of spores were germinated in the presence of RhiNA.
Only 28.92%+2.72 of B. cinerea spores succeeded to
germinate in presence of the antagonist. Mucor sp.
spores were less sensitive to the presence of the strain
RhiNA, with a final germination percentage of
55.10%+17.96 (Figure 3).

150

100

J [ control
B.cinerea
BB A niger

x [ Mucro sp.
A. flavus

SGP%

50

Figure 3: Spore germination percentage (SGP %) of B.
cinerea, A. niger, Mucor sp. and A. flavus spores in
presence of the strain RhiNA. *: significant difference
(p<0.05); **: significant difference (p<0.005).

4. In vivo assay on apple fruits

In this experiment, apple fruits inoculated with Botrytis
cinerea-BC1 showed characteristic symptoms usually
generated by this fungus (gray mold). The strain RhiNA
exhibited high antagonistic activity against B. cinerea-
BC1 on apple fruits compared to the control (only
inoculated with sporale suspension of B. cinerea).
Thereby, an average area of 529.74 mm’ was hit by the
fungus propagation in absence of the strain RhiNA,
whereas only 172.823 mm’of the area was affected in
presence of the strain. These proportions correspond to
an inhibition percentage of 32.62% (Figures 4 and 5).
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Figure 4: Rotten area on apple fruits attacked by B.
cinerea in presence and absence of the antagonistic
strain RhiNA, **#*: significant difference (p<0.0001).

Figure 5: Botrytis cinerea gray mold on apple fruits,
treated (B), or not (A), with the bacterial antagonist
RhiNA after 3 days of incubation.

IV. DISCUSSION

After identification, the strain RhiNA was affiliated to
the genus Pseudomonas. This group of bacteria is
widely distributed in nature. It plays an important role in
soil biological and physicochemical processes [33]. Over
than 99% of sequences similarity was established
between RNA 16S of RhiNA and Pseudomonas
protegens strain CHAO.  P. protegens species is
included in the P. fluorescens group, described as PGPR
due to its ability to enhance plants growth and to
perform  vegetable  crops  protection  against
phytopathogens [34]. In addition, it is well known that P.

[89)
|
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protegens CHAO produces secondary metabolites with
large-spectrum of antibiotic activity such as HCN, NHj,
2,4-diacetylphloroglucinol, pyoluteorin and pyrrolnitrin,
hence exerting high phytopathogen inhibition [35]. HCN
and NH; are considered as toxic metabolite and efficient
inhibitors of fungal growth and development [36 and 37].
Many records signaled the implication of HCN and
ammonia-producing Pseudomonas, including species P.
protegens, in the biocontrol of a wide range of fungal
diseases in plants [38, 39, 40, 41 and 42].

Soil organic matter (SOM) degradation, via enzymatic
activities, is one of the most important processes
provided by microorganisms to enhance both soil quality
and plant growth. Microbial enzymes such as urease,
esterase, lipase, protease, chitinase, amylase and
cellulase play a crucial role in soil biological and
physicochemical transformations [43, 44, 45 and 46]. In
addition, enzymes such as chitinase and cellulase play
an important role as biocontrol agents by degrading
fungal cell walls [47]. [48] and [49] showed that several
strains produce protease, cellulase,
chitinase and lipase that are implicated in SOM
degradation and plant pathogens biocontrol. Another P.

Pseudomonas

protegens (R), isolated from Solanaceae rhizosphere
was found to be effective against broad-spectrum of
phytopathogens. Its antagonistic activity was attributed
to expression of to chitinase, HCN, siderophores, NH;
and other secondary metabolites [50]. Otherwise, [51]
underlined the role of chitinase-producing Pseudomonas
spp. in the biocontrol of Sugarcane Red Rot Caused by
Colletotrichum falcatum Went. [31] and [42] highlighted
the role of multi-PGP-traits P. protegens (LiBe SS5) in
enhancing barely growth under heavy metal
contaminated conditions, and protecting lettuce leaves
against B. cinerea. This strain was found to produce
high amounts of hydrolytic enzymes (cellulase, chitinase,
amylase, urease, protease and lipase), IAA, HCN,
ammonia, siderophores and phosphatase. Such
characters could be implicated in the high antagonistic
activity expressed by the strain RhiNA against the tested
phytopathogens in this work.

Siderophores are iron-chelating compounds whose
biosynthesis is regulated by iron availability in the
surrounding environment. In soil, they play a key role in
plant growth enhancement by improving roots iron-
uptake, but also by their competitive and antagonistic

International Journal of Scientific Research in Science and Technology (www.ijsrst.com)

characters against fungal pathogens [52, 53 and 10]. A
Pseudomonas fluorescens WCS374r is implicated in
systemic  resistance induction in rice against
Magnaporthe oryzae. This ISR is based on siderophore-
mediated priming for a salicylic acid-repressible
complex defense response [54]. Another siderophore-
iron complex from P. protegens strains was found to
enhance phenol content and phenol-oxidizing enzymes
content in rice, inducing plant systemic resistance
against the incitation of Pyricularia oryzae [55].
Impressively, siderophores can stimulate biosynthesis of
other antimicrobial compounds implicated in plant
defenses and health [56, 10].

Regarding indole acetic acid (IAA) is the most
commonly produced phytohormone that interferes with
different aspects of plant growth and development. Its
effect on vegetables depends on plant sensitivity and the
amount of IAA produced by bacteria [57]. It is well
established that bacteria belonging to the genus
Pseudomonas are excellent auxins-producers that
enhance crop yield of different plants [58, 59, 60 and 26].
Moreover, some studies admit that bacterial auxins, such
as IAA, mediate bacterial antagonism and stimulate
plant defenses and disease suppression [61, 62]. In
addition, [63] studied the role of IAA produced by P.
fluorescens in mediating the biocontrol of Fusarium
head blight disease of barley.

It is well known that soil phosphorus is in the second
line of factors limiting plant nutrition after nitrogen.
Phosphate-solubilizing microorganisms (PSM) are the
most option that provides phosphorus to plants and
allow avoiding fertilizers accumulation in soil [64, 65,
66, 67, 68 and 69]. [70], [71], [72], [73] and [42]
highlighted the phosphate solubilization capacity of
bacteria belonging to the genus Pseudomonas (P.
protegens, P. putida, P. fluorescens, P. lutea etc.) and
their implication in plant growth enhancement and crop
improvement.

The bacterial antagonist RhiNA showed high inhibition
of both spore germination and mycelial expansion
against B. cinerea, A. niger, A. flavus and Mucor sp. The
four fungi are known to be potential mycotoxins
producers and plant parasites [74, 75, 76 and 77, 4].
Many researchers have reported the usefulness of
bacteria belonging to the genus Pseudomonas in the
biocontrol of these phytopathogens [78, 79 and 80]. B.

R
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cinerea is responsible of considerable pre- and
postharvest loses in many crops worldwide [81]. In our
study, the application of this fungus on apple leaded to
characteristic gray mold expansion from the inoculation
point. During storage, the contamination between
adjacent fruits may frequently acquire leading to
considerable loses [32]. [82] Found that a dual culture of
Pseudomonas fluorescens P-5 and Bacillus subtilis B-3
reduced B. cinerea-gray mold in apple fruits to 60%
after 20 day of their application. They also proved the
absence of significant difference between these
antagonists and thiabendazol effects against B. cinerea
affecting apple fruits. In addition, another Pseudomonas
cepacia was used by [83] to control B. cinerea-gray
mold in apple fruits. Application of this strain saved 20 %
of the damaged area compared to control.

V. CONCLUSION

The isolate P. protegens RhiNA is a multi-PGP traits
bacterium that displayed high ability to inhibit mycelial
growth and spores germination of B. cinerea, A. niger, A.
Sflavus and Mucor sp. It also decreased gray mold caused
by B. cinerea on apple fruits. Thus, this strain could be
valorized and efficiently used as a biocontrol agent in
agriculture.
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Résumé

L’interaction plantes-PGPR est fortement affectée par les stress biotiques et abiotiques tels que les phytopathogenes, le déséquilibre
nutritionnel et la salinité élevée. Dans ce travail, 70 isolats bactériens diazotrophes ont fait 1’objet d’une sélection hiérarchique selon leur
capacité a produire des métabolites d’intérét agricole. Aprés identification des isolats sélectionnés, I’effet des extraits issus des raquettes de
Opuntia ficus-indica (OFI), Ulva lactuca (UL) et Enteromorpha intestinalis (EI) sur I’halotolérance bactérienne a été étudié. L’effet
combiné des extraits et des isolats sélectionnés sur la germination des graines de blé dur et sur la germination et la croissance de la tomate
sous stress salin a été également étudié. Enfin, un isolat bactérien (RhiNA) a été identifié, évalué pour son antagonisme vis-a-vis de
Aspergillus flavus, A. niger, Botrytis cinerea et Mucor sp. et testé pour son efficacité comme agent de biocontrdle de la pourriture grise due
a B. cinerea sur fruits de pomme. Les isolats sélectionnés (BEA4, BEC9, BOA4 et SEBY), respectivement identifiés comme
(Flavobacterium johnsoniae, Pseudomonas putida, Achromobacter xylosoxidans et Azotobacter chroococcum), sont des fixateurs d’azote,
ayant la capacité de produire une large gamme d’enzymes lytiques, de 1’acide indole acétique (BEA4 : 76,3, BEC9 : 25,7, BOA4 : 47,4 et
SEB9 : 32,2 pug/mL), des sidérophores et sont capables de solubiliser le phosphate tricalcique. A 300 mM NaCl, la souche BEA4 et
I’extrait OFT ont restaur¢ le taux de germination de blé dur de 2,8 (témoin) a 25 et 39% respectivement, alors que 1’association BEA4-OFI
I’a restauré a 56%. A 150 mM NaCl et aprés un mois de croissance, le poids frais des plantules de tomate n’a été amélioré ni en présence
de la souche BEC9 ni de I’extrait UL. Cependant, leur association 1’a significativement restauré de 0,038 a 0.077 g/plante. La concentration
de proline dans les plantules de tomate stressées a augmenté de 11,5 (témoin) & 24,8 et 32.05 pg/mL en présence de la souche BOA4 et de
I’association BOA4-EI respectivement. La souche RhiNA, identifiée comme Pseudomonas protegens, a permet de réduire la superficie de
la zone pourrie des pommes infectées par B. cinerea de 530 (témoin) & 173 mm?2. L ensemble des souches sélectionnées ainsi que les trois
extraits OFI, UL, et El constituent un bon support de perspectives pour une meilleure agriculture écologique et renouvelable.

Mots clé : Stress salin, Osmoprotecteurs, PGPR, Proline, Acide Glutamique, Phytopathogénes.
Abstract

The plant-PGPR interaction is strongly affected by biotic and abiotic stresses such as phytopathogens, nutritional imbalance and high
salinity. In this work, 70 diazotrophic bacterial isolates were hierarchically selected according to their ability to produce metabolites of
agricultural interest. After molecular identification of the selected strains, the effect of extracts from Opuntia ficus-indica (OFI), Ulva
lactuca (UL) and Enteromorpha intestinalis (EI) on bacterial halotolerance was studied. The combined effect of extracts and the selected
isolates on durum wheat germination and on tomato germination and growth under salt stress was also determined. Finally, the bacterial
strain RhiNA was identified, evaluated for its antagonism against Aspergillus flavus, A. niger, Botrytis cinerea and Mucor sp., then tested
for its effectiveness as biocontrol agent of B. cinerea gray mold on apple fruits. The selected nitrogen fixing strains, BEA4, BEC9, BOA4
and SEBY, respectively identified as Flavobacterium johnsoniae, Pseudomonas putida, Achromobacter xylosoxidans and Azotobacter
chroococcum have the ability to produce wide range of lytic enzymes, Indole Acetic Acid (BEA4: 76.3, BEC9: 25.7, BOA4: 47.4 and
SEB9: 32.2 ug/mL), siderophores and are capable of solubilizing tricalcium phosphate. At 300 mM NacCl, the strain BOA4 and OFI-extract
restored wheat germination percentage from 2.8 (control) to 25 and 39% respectively, where BEA4-OFI association restored it to 56%. At
150 mM NaCl and after one month, tomato seedlings’ fresh weight was not restored either with the strain BEC9 nor UL-extract. However,
their association significantly increased it from 0.038 to 0.077 g/plant. Proline concentration in tomato stressed seedlings was enhanced
from 11.5 (control) to 24.8 and 32.05 pg/mL in presence of BOA4 and BOA4-EIl respectively. The strain RhiNA, identified as
Pseudomonas protegens, remarkably reduced rotted zone in B. cinerea-infected apples from 530 (control) to only 173 mm?2. All the
selected isolates as well as OFI-, UL- and El- extracts constitute promising supports of perspectives for ecological and renewable
agriculture in future.

Key words: Salt stress, Osmoprotectants, PGPR, Proline, Glutamic acid, Phytopathogens.
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