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Résumé

La flore totale bactérienne et les Pseudomonas fluorescents de deux écosystemes telluriques
différents (blé et Atriplex halimus) sont évalués. Les numérations renseignent sur une richesse
en bactéries des 2 rhizosphéres. L’endosphére de Atriplex halimus abrite un nombre important
d’espéces bactériennes. 23 isolats @ Gram- présentant une fluorescence et des caracteres
biochimiques similaires a ceux des Pseudomonas fluorescents spp. sont retenus. lls
produisent des molécules bioactives stimulant la croissance végétale (acide indole acétique,
sidérophoeres, ammoniac) et solubilisent les phosphates. La majorité exerce une activité
inhibitrice vis-a-vis de 2 champignons phytopathogénes : Fusarium oxysporum et Alternaria
alternata, produit I’acide cyanhydrique et posséde une protéase. Quatre souches sont
identifiées comme Pseudomonas putida AF2, P. aeruginosa RB5, P. fluorescens RB13 et P.
aeruginaosa EH4, par séquencage de I’ARNr 16S. Inhibées a 500 mM/ NaCl, la croissance
des 4 souches est restaurée par un apport exogene de glycine bétaine et de Proline (1 mM).
L’extrait de 1’algue U. lactuca (au 1/ 100°™) exerce un effet plus fort que les 2 molécules
synthétiques. Tandis que celui de A.halimus n’apporte pas d’osmoprotection. En présence de
800 mM [D’inhibition est totale quelles que soient les conditions. L’inoculation du blé¢ dur
Mohamed Ben Bachir par P. fluorescens RB13, P. fluorescens CHAO, isolément ou en
culture mixte, en présence d’osmoprotecteurs [glycine bétaine, proline (5 mM) et extrait
d’algue (3%)], augmente le taux cumulé de germination et la biomasse des plantes. La co-
inoculation a un effet synergique évident par 1’obtention d’un rendement maximal. In vitro,
sur milieu de germination MS, les caractéristiques morpho-biochimiques sont
significativement améliorées chez le blé co-inoculé et sous stress salin de 200 mM/ NaCl.
L’effet synergique de la co-inoculation et de U. lactuca restaure considérablement les
paramétres étudiés (biomasse, taux de proline, de chlorophylle et de caroténoides). Ces
résultats sont en faveur d’une inoculation des graines de blé par des souches actives et
halotolérantes de P. fluorescens. Une supplémentation en osmoprotecteurs naturels provenant
de U. lactuca serait trés bénéfique pour une agriculture durable dans les sols affectés par la

salinité.

Mots clé : A. halimus, Caroténoides, Chlorophylle, Co-inoculation, Glycine bétaine,

P. fluorescens, PGPR, Proline, Salinité, T. durum, U. lactuca.
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Abstract

The total bacterial flora and fluorescent Pseudomonas of two different ecosystems (wheat and
Atriplex halimus) was evaluated. The counts provided information on the abundance of
bacteria in the 2 rhizospheres. The endosphere of Atriplex halimus contains a significant
number of bacteria. 23 Gram™ isolates exhibiting fluorescence and biochemical characteristics
similar to those of fluorescent Pseudomonas spp. were retained. They produced bioactive
molecules stimulating plant growth (indole acetic acid, sidérophoeres, ammonia) and they
solubilized phosphates. Most exerted inhibitory activity against Fusarium oxysporum and
Alternaria alternate, produced hydrogen cyanide and has a protease. Four strains strains were
identified as Pseudomonas putida AF2, P. aeruginosa RB5, P. fluorescens RB13 and P.
aeruginaosa EH4 by sequencing the 16S rRNA gene. Inhibited by 500 mM/ NaCl, the growth
of the strains 4 was restored by exogenous supply of glycine betaine and proline (1 mM). The
extract of seaweed U. lactuca (1/100 th) exerted a stronger effect than the 2 synthetic
molecules, while that of A.halimus showed no osmoprotection. Total inhibition was observed
in the presence of 800 mM, no molecule could overcome stress. The seed inoculation of
durum wheat variety Mohamed Ben Bachir with P. fluorescens RB13, P. fluorescens CHAO,
singly or mixed culture, in the presence of osmoprotecteurs [glycine betaine, proline (5 mM)
and seaweed extract (3%)], increased the cumulative rate of germination and plant biomass.
The co-inoculation has a clear synergistic effect by obtaining maximum yield. In vitro, on MS
germination medium, the morphological and biochemical characteristics were significantly
improved with the co-inoculated wheat under an osmotic stress of 200 mM/ NaCl. The
synergistic effect of co-inoculation and U. lactuca considerably restored the parameters
studied (biomass, rate of proline, chlorophyll and carotenoids). These results are in favor of
the inoculation of wheat seeds by active and halotolerant strains of P. fluorescens.
Supplementation with natural osmoprotectant U. lactuca would be very beneficial for

sustainable agriculture in the soils affected by salinity. .

Keywords: A. halimus, carotenoids, Chlorophylle, Co-inoculation, Glycine betaine, P.

fluorescens, PGPR, Proline, Salinity, T. durum, U. lactuca.



Liste des Principales abréviations

ADNTr : ADN ribosomal

AlA : Acide Indole Acétique

ARNr : ARN ribosomique

Ce: Conductivité électrique

CTAB : Cétyltriméthylammonium bromure
D.O : Densité optique

ddNTP : Didésoxyribonucléoside

dNTP : Deoxyribonucléoside triphosphate

dS: DéciSiemens

EDTA : Acide éthylene diamine tétra-acétique
GB : Glycine bétaine

h : Heure

J :Jour

MF : Matieré fraiche

mn : minute.
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O.P: Osmoprotecteurs

PCR : Réaction de polymérisation en chaine (Polymerase chain reaction)
PGPR : Plant Growth Promoting Rhizobacteria
PHB: Poly (B-hydroxybutyrate)

Pro : Proline

EPS : Exopolysaccharides

rpm : Rotation par minute
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S : seconde
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TE : Tris-EDTA
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INTRODUCTION



Le sol, symbole de la production agricole, est le support de la biodiversité. C’est le
réacteur biologique qui assure de nombreuses fonctions environnementales. Il offre un habitat
pour un trés grand nombre de microorganismes. La rhizosphére, fraction du sol riche en
exsudats racinaires, est occupée par différents groupes bactériens connus par leur pouvoir
promoteur de la croissance végétale, d’ou leur nom : PGPR (de I’anglais Plant Growth
Promoting Rhizobacteria). Par leur production de phytohormones (Patten et Glick, 1996), de
sidérophores et par leur solubilisation des phosphates (Glick, 1995), ces bactéries favorisent la
croissance de leur plante hote. Par la synthése d’antibiotiques et d’acide cyanhydrique, elles
assurent un réle de biocontrdle des phytopathogenes (Thomashow et Weller, 1988 ; Voisard
etal., 1989).

Tout comme leur plante héte, les bactéries rhizosphériques sont soumises a de
multiples contraintes abiotiques dont la salinité élevée de leur écosysteme. Dans les zones
arides et semi-arides, la contrainte saline reste 1’un des facteurs majeurs limitant la production
agricole. L’accumulation de sel dans ces écosystemes est la conséquence d’une forte
irrégularité des précipitations associée a une importante évaporation de 1’eau (Ashraf et
Foolad, 2007).

En effet, environ 10% de la surface terrestre sont concernés par ce probleme (Schofield et
Kirkby, 2003). Selon Flowers et Colmer (2015), plus de 72 % des sols sont touchés par une
accumulation excessive d’ions Na* and CI” et donc perdus, souvent de maniére irréversible.
En Algérie, les terres agricoles se situent principalement dans 1’étage bioclimatique semi-
aride. Les sols salins occupent une surface importante estimée de 3,2 millions d’hectares, ce
qui représente approximativement 40 % de la surface des sols fertiles (Chadli et Belkhodja,
2007). A terme, ce phénoméne risque de mettre en péril la sécurité alimentaire.

Le stress salin perturbe le fonctionnement physiologique normal de la plante, ralentit sa
croissance et limite sa productivité. Face a cette contrainte, les plantes mettent en ceuvre
plusieurs mécanismes d'adaptation, parmi lesquels une excrétion des ions (Na*, CI") (Munns,
2002) et une accumulation de solutés compatibles telles que la glycine bétaine et la proline
(Hasegawa et al., 2000).

Le blé constitue 1’aliment de base et de choix depuis 1’antiquité. L’ Algérie occupe la
5éme place dans le classement mondial de consommation des céréales (Djermoun, 2009). La
surface consacrée a la culture du blé est de 1,5 x 10° ha sur les 3,10 x 10° ha réservés a la

céréaliculture. La production ne couvre pas les besoins de la population en croissance
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démographique et selon le conseil International des céréales (C.I1.C, 2000), 1’ Algérie a importé
au cours des années (1990-2000) plus de 65% du blé dur destiné a 1’Afrique du Nord. La
salinité des sols constitue une entrave primordiale de cette culture.

L’amélioration de la productivité du blé dans des conditions de stress salin a fait
I’objet de plusieurs recherches. Les modifications génétiques ont donné naissance a des
variétés halotolérantes. Toutefois ces essais, onereux, nécessitent la connaissance detaillée de
tous les modes de résistance adoptés par la plante afin de déterminer des criteres de sélection
appropries.

L’inoculation des plantes a intérét économique, essentiellement le blé, par des
rhizobactéries promotrices de la croissance végétale tels Azospirillum, Pseudomonas et
plusieurs espéces de Bacillus est une approche biologique efficace et économiquement
rentable pour la récupération des sols affectés par le sel et l'augmentation du rendement
agricole (Mayak et al., 2004; Zahir et al., 2009).

Pour inoculer les graines de blé destinées a la culture dans des régions affectées par la salinité,
il est impératif de sélectionner des souches bactériennes capables de coloniser les racines des
plantes hotes et de synthétiser leurs molécules bioactives dans ces zones et dans ces
conditions defavorables.

Afin de renforcer 1’halotolérance des bactéries et ameéliorer la croissance du blé inoculé, le
recours a des molécules osmoprotectrices est d’une grande nécessité. Cependant, I’usage de
solutés compatibles artificiels est onéreux. En effet, la dose de glycine bétaine la plus efficace
utilisée dans le traitement des semences est de 1,1 kg / ha (Ashraf et Foolad, 2007). Les
plantes des écosystemes salins (halophytes et algues marines) élaborent une variété
d’osmoprotecteurs (glycine bétaine, proline et autres molécules) pour s’adapter a leur
environnement. Elles constituent ainsi une source importante d’osmoprotecteurs naturels qu’il

faut extraire et utiliser comme alternative aux molécules synthétiques codteuses.

Dans le cadre des recherches multiples sur I’amélioration de la tolérance du blé aux
contraintes salines, cette étude se propose de répondre aux questions suivantes :
Quelle est la conséquence de I’inoculation d’une variété locale de blé par deux espéces de
Pseudomonas fluorescens, dont I’une est indigéne, sous contrainte saline ?
La combinaison entre bactérie(s) et osmoprotecteurs naturels participerait-t-elle a
I’atténuation de I’effet de stress sur les caractéres morpho-biochimiques des graines
stressées ?

Dans cet ordre, la stratégie suivante est adoptée :



Un isolement de Pseudomonas fluorescents spp. a partir de deux écosystemes
différents : fertile (sol, rhizosphére de blé) et salin (sol, rhizosphére et endosphére
d’une plante halophyte) est réalisé dans un premier temps.

Dans une seconde étape, les souches retenues sont testées pour leurs activités
stimulatrices de la croissance végétale.

L’effet d’osmoprotecteurs (naturels et synthétiques) sur des souches de Pseudomonas
fluorescents spp. stressées par le sel, est vérifié.

Dans la derniére partie, I’effet combiné de I’inoculation de blé dur par 2 souches de P.
fluorescens et d’un apport exogéne de molécules osmoprotectrices sur la germination

et les caractéres morpho-biochimiques est testé.
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1- Sol et bactéries

1-1 Sol

Le sol, ou encore « épiderme vivant de la terre », n’est qu’une infime pellicule a la surface
de la croite terrestre ou s’ancrent les racines des plantes pour puiser 1’eau et les éléments
minéraux nécessaires a la croissance végetale. Trois compartiments physiques y sont
distingués : solide, liquide et gazeux. Le sol est également un support de vie fondé sur la

matiere organique (Davet, 1996 ; Pansu, 2003), (Fig. 1).

Atmosphére
lT Surface
du sol
Phase
gazeuse
Minéraux // \\ Phase
solides ‘ liquide
Fraction Matiere
vivante organique

Fig. 1 : Compartiments du sol. Chacun des traits symbolise une possibilité
d’interaction (Davet, 1996).

1- 2 Rhizosphére

Le terme «rhizosphere » fat utilisé pour la premiere fois par Hiltner (1904) pour
désigner la zone des interactions entre bactéries et racines des legumes (Durand et Knusden,
2002). Plus tard, Curl et Truelove (1986) décrivent la rhizosphere comme « une zone étroite
du sol sujette a I’influence des racines, suite a la perte ou a I’exsudation de substances
affectant 1’activité microbienne ». Ainsi, la rhizosphere -s’étendant a 5 mm en dehors de la
surface racinaire- est formée de I’interaction de la plante, du sol adjacent a la racine et des

micro-organismes associés (Durand et Knusden, 2002). Globalement, il existe trois éléments
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distincts reconnus dans la rhizosphere : la rhizosphére per se (en soi : sol), le rhizoplan, et la
racine elle-méme.
- La rhizospheére est la zone de sol influencée par les racines gréce a la libération de
substrats affectant I'activité microbienne.
- Le rhizoplan est la surface de la racine, comprenant les particules de sol adhérant
fortement.
- La racine est elle-méme une partie du systeme, car certains micro-organismes
endophytes sont capables de coloniser les tissus des racines internes (Bowen et Rovira,
1999).
Par leur activité et leurs exsudats, les racines sont qualifiées d’ « ingénieurs biologiques du

sol ». Elles permettent le maintien des communautés microbiennes (Lawton et Jones, 1995).

1-2- 1- Rhizodéposition

Selon Whipps (1990) et Bais et al. (2006), plus de 40% des photosynthétats de la
plante passent au niveau du systeme racinaire sous forme de rhizodépots (Fig. 2). La
classification de Rovira et al. (1979) distingue :

- Les exsudats sensu stricto

Il s’agit de composés solubles de faible poids moléculaire tels les sucres ou des acides
aminés, facteurs de croissance et des hormones, libérés par diffusion passive hors des cellules
racinaires (Rovira et al., 1979). lls constituent la part majeure des rhizodépositions et sont
métabolisés rapidement par les microorganismes (Gobat et al., 2004).

Les exsudats sont impliqués dans 1’établissement des associations plantes-
microorganismes et déterminent essentiellement la structure des communautés microbiennes
dans la rhizosphére en stimulant leur chimiotaxie (Marschner et al., 2001; Whipps, 2001 ;
Somers et al., 2004).

La structure complexe des communautés microbiennes dépend de la composition des
exsudats racinaires (Yang et Crowley, 2000), de I’age de la plante, du type de racines et de la

composition du sol (Anderson et al., 1993 ; Chiarini et al., 1998).

- Les sécrétions

Les sécrétions comprennent un groupe de composés de poids moléculaire éleveé libérés par
transport actif (Davet, 1996). Elles incluent les polysaccharides (mucilages), les enzymes et
quelquefois les vitamines (Rovira et al., 1979). Les mucilages sont indispensables pour

I’agrégation des micro-organismes et des particules du sol. lls sont tres rapidement
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métabolisés par la microflore rhizosphérique. Cette derniere secrete, par addition de substrats
riches en carbone, d’autres polysaccharides trés souvent résistants a la décomposition
enzymatique (Gobat et al., 2004).

Les cellules peuvent excréter activement des protons ou des acides organiques dans le but

de maintenir leur équilibre ionique (Gobat et al., 2004).

Productions de la racine:
Rhizodeéposition

Zones de la racine

Fone d'autolyse
des tissus corticaux

\
" P — — v

‘ \

Zone des poils 1 _ — '
absorbants i B — — 1
. 1

i

Mucilage pectique

.
.
. ) -\.. J'
- r - .y -
Zone d'élongation " = .Secre_tlon de composes
1 . arganiques solubles
'

(exsudats racinaires)

Fone apicale —
Cellules détacheeses

Coiffe T Mucilage neutre

Fig. 2 : Sites de production des différentes classes de rhizodépots le long d'une racine
(Gobat et al., 2004)

- Le mucigel

Ce terme introduit pour la premiére fois par Jenny et Grossenbacher (1963), désigne le
matériel gélatineux présent a la surface des racines au niveau de la zone d'élongation et
d'absorption. 1l est constitué de mucilages racinaires dégradés par la microflore du sol, de
cellules microbiennes et de produits de synthése microbienne associés aux colloides du sol.
- Les lysats

Les lysats sont des composés résultant de lI'autolyse des cellules racinaires sénescentes,

utilises par les bactéries saprophytes rhizosphériques (Gobat et al.,, 2004).



1-2-2 Effet rhizosphérique

Durant la germination et la croissance racinaire, la libération de matiére organique et
inorganique favorise le développement de populations microbiennes spécifiques autour de la
racine. Ce phénomene est appelé : «effet rhizosphére » (Whipps, 2001 ; Durand et Knusden,
2002). Plusieurs parameétres influencent ce phénomene tel le type de sol, le taux d’humidité et

I’age de la plante (Manoharachary et Mukerji, 2006), (Fig. 3).

=*Y
| Photopériode

Microfaune

l | variation de températire l

. -~ =
4 ' |Tvpe de sol pH. I
” J/,

- {
—~ : $\l colonisation racinaire |

/7 -
|Ex5udat5 racinaires | ;//7’

Fig. 3: Facteurs écologiques influencant le processus d’exsudation racinaire et la

colonisation de la rhizosphere (Nihorimbere, 2010).

L’effet rhizosphérique est mesuré en comparant les populations microbiennes dans un
sol non rhizosphérique avec ceux provenant d’un sol intimement associé avec les racines (R)
et est exprimé en termes de ratio R/S (Timonin, 1966). Ce rapport est utilisé pour illustrer la
fagon avec laquelle la rhizosphére affecte les différents groupes de micro-organismes (Antoun
et Kloepper, 2001). En effet, les populations bactériennes dans la rhizosphére différent
quantitativement et qualitativement de celle d’une masse de sol (Tab.1) ; leur nombre est plus
élevé, et différentes populations y sont détectées (Durand et Knusden, 2002 ; Kent et
Tripplett, 2002).



Tab. 1: Répartition de la population microbienne (UFC.g* de sol) dans la rhizosphére

du blé (Triticum aestivum L.) et dans le sol (Gray et Williams, 1971)

Micro- organismes Rhizospheére (R) Sol (S) Ratio R/S
Bactéries 1,2.10° 5,3.10" 23
Actinomyceétes 4,6.10° 7,0.10° 7
Microflore ammonifiante 5,0.10° 4,0.10° 125
Microflore dénitrifiante 1,26.10° 1,0.10° 1260
Champignons 1,2.10° 1,0.10° 12

1-2-3 Rhizobactéries

Dans la rhizosphéere, la concentration en bactéries peut étre 10 a 1 000 fois supérieure
a celle du reste du sol (Lugtenberg et Kamilova, 2009). Les bactéries occupent des niches
écologiques distinctes (Bowen et Rovira, 1999) :

- Larhizospheére, zone de sol influencée par les exsudats racinaires
- Lerhizoplan, surface de la racine, comprenant les particules de sol adhérant fortement.
- Les tissus des racines internes colonisés par des microorganismes endophytes (Fig. 4)

isolés apres stérilisation de la surface (Mayak et al., 2004).

Les bactéries du sol peuvent devenir endophytes via la colonisation des blessures ou
suite a I’invasion de la racine par les nématodes (Fig. 5). Ces bactéries considérées comme
passageres sont souvent limitées au tissu de cortex racinaire. Les endophytes opportunistes
colonisent le rhizoplan suite a une réponse chimiotactique et envahissent les tissus internes de
la plante a travers les fissures formées au niveau des racines latérales et des radicelles. Ces
bactéries sont limitées a des tissus particuliers (comme le cortex de la racine). Les endophytes
compétentes sont bien adaptées au milieu de la plante. Elles envahissent des tissus typiques
(tissus vasculaires) et se propagent dans toute la plante. Elles détournent le métabolisme tout
en maintenant un équilibre harmonieux avec la plante héte, méme si elles sont présentes en
grandes quantités (Hardoim et al., 2008).

Les bactéries (rhizosphériques ou endophytes) peuvent étre a 1’origine de maladies

tandis que d’autres peuvent, favoriser la croissance a travers différents mécanismes.



Fig. 4 : colonisation endophytique de (Burkholderia phytofirmans PsJN [observée par
hybridation in situ (a) ou avec la GFP étiquetage (b)], montrant des cellules bactériennes

comme des bacilles verts a I'intérieur du cortex (Compant et al., 2008).

Fig. 5: Types d'endophytes et leur processus de colonisation des racines (Hardoim et al.,

2008).
endophytes passageres (cellules rouges) ; endophytes opportunistes (cellules bleues) ; endophytes

compétentes (cellules jaunes).
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2- Bactéries du genre Pseudomonas

Les Pseudomonas (du grec : pseudes, « faux » et mona, « unité ») sont trés ubiquistes,
colonisent des niches écologiques tres diverses, isolées de I'eau (eaux douces, eaux saumatres,
eaux de mer), du sol, des poussiéres en suspension dans l'air et des végetaux (Palleroni, 2009).
2-1 Classification

Dans la deuxiéme édition du "Bergey's Manual of Systematic Bacteriology” (2005),
les Pseudomonas sont classés comme suit :
Domaine: Bacteria
Phylum: Proteobacteria
Classe: Gamma-Proteobacteria
Ordre : Pseudomonadales
Famille : Pseudomonadaceae
Genre : Pseudomonas
2-2 Caractéristiques générales

Selon Palleroni (2009), les caractéristiques morphologiques de base communes a
presque toutes les especes sont la forme de bacille droit et la présence d'un ou plusieurs
flagelles polaires. Aucune spore n’est produite, et la coloration de Gram est négative. Ces
caractéristiques morphologiques définissent les «pseudomonads», mais l'appartenance au
genre Pseudomonas nécessite certains caractéres physiologiques supplémentaires, comme un
métabolisme énergétique strictement respiratoire et la nutrition du type chimoorganotrophe.
Les Pseudomonas sont catalase positive avec une teneur en GC de 58-69% (Palleroni, 2009).
Plus d'une centaine d'espéces ubiquitaires sont comprises dans ce genre (Fig. 6). Au sein du
groupe Pseudomonas sensu stricto, les pseudomonades fluorescents comprennent toutes les
especes ayant la capacité de produire de la pyoverdine fluorescente, spécialement

Pseudomonas aeruginosa, P. syringae, P. putida et P. fluorescens (Tab. 2) (Palleroni, 2009).

2-3 Evolution de la taxonomie du genre Pseudomonas

En se basant sur la forme et I'aspect général des bactéries, Migula (1894) décrivit pour
la premiere fois le genre Pseudomonas (Peix et al., 2009).

Le “ Bergey's Manual of Determinative Bacteriology” édition 1923, a consacré tout un
chapitre pour le genre Pseudomonas ; la classification des especes étant basée sur les
caractéristiques phénotypiques. Néanmoins, le classement initial des Pseudomonas comme

étant a Gram négatif, bacilles non sporulés, aérobies, mobiles au moyen de flagelles polaires,
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ne montre pas une différenciation claire des autres bactéries a Gram’. Elle a été donc
complétée par d'autres caractéristiques phénotypiques (Palleroni, 2008).

P Proteobacteria

y Proteobacteria

~ Burkholderia, Alcaligenes, Pol
Alcaligenes, Bordetefla, Taylorella-
: Telluria, Zooglea

Halomenas, Hafovibito

= Rhizomanas, Sphingomonas
-Brevundimonas, Catlobacter
Methylobacterium

Afipia, Bradyrhizobium, Mitrabacter,
Rhodopseudomaonas

Agrobacterium, Bartonella,
Brucella, Phylobactarium

£ Proteobacteria

& Proteobacteria

« Profeobacteria

Fig. 6 : Relations phylogénétiques entre les différents groupes des protéobactéries

contenant les genres bactériens actuellement ou anciennement (en gras) associés aux
Pseudomonas (Kersters et al., 1996).
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Tab. 2 : Caractéres clés de 3 espéces fluorescents de Pseudomonas (Palleroni, 2009).

Caractere P. aeruginosa P. putida P. fluorescens
% G+C 67 60-63 59-61
Nombre de flagelles 1 >1 >1
PHB comme matiere de - - -
réserve

Pigments fluorescents + + +
Phénazine + - -
Caroténoides - - -
Dénitrification + - iV
Oxydase + + +
Arginine dihydrolase - vV +
Croissance a 4°C - \Vi +
Croissance & 41°C + - -
Utilisation de I’H,/ CO, - - -
Hydrolyse de I’amidon - - -
Liquéfaction de la + - +
gélatine

D- fructose - - -
Glucose + + T
Tréhalose - - T
Cellobiose - - -
Lactate + + +
V :variable

PHB : poly-B-hydroxybutyrate

Dans les années soixante, les études de relations entre les espéces de Pseudomonas
basée sur la composition de I'ADN et de ’hybridation ADN-ADN confirment la classification
phénotypique (Johnson et Ordal, 1968)

Dans les années 1970, le succeés le plus important dans la classification de genre
Pseudomonas par des critéres génotypiques a été établie par Palleroni et ses collaborateurs,
qui ont classé ce groupe bactérien en cing sous-groupes a ARNr selon le taux de parenté
I’ARN-ADN. Ces subdivisions étaient phylogénétiquement trés lointaines, et seuls les

représentants du groupe | continuaient de figurer dans le genre Pseudomonas (Palleroni et al.,
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1973). Néanmoins, ces résultats intéressants n’étaient pas inclus dans le “Bergey's Manual of
Determinative Bacteriology” édité en 1974 et la classification du genre Pseudomonas a été,
alors, basée sur les caractéristiques phénotypiques; seule la teneur en G + C comme
information génétique était prise en compte dans la description des espéces. Dans cette
édition, le genre était inclus dans la famille des Pseudomonadaceae. Il comprenait des bacilles
a Gram™ aérobies et mobiles avec certaines espéces dénitrifiantes. Seulement 29 especes du
genre Pseudomonas ont été détaillées et une longue liste d'espéces sans description
phénotypique a été ajoutee (Peix et al., 2009). Les espéces avec description phénotypique ont
été réparties en deux groupes en fonction de leurs caractéristiques physiologiques: le groupe I,
comprenait les espéces ne nécessitant pas de facteurs de croissance et le groupe Il pour ceux
qui peuvent s’en passer.

Le Groupe | était divisé en deux sous-groupes en fonction de lI'accumulation ou non de poly-
B-hydroxybutyrate. La production de pigments fluorescents, la dénitrification et I'utilisation
de DL-arginine ou bétatine, étaient les criteres de regroupement des especes a l'intérieur de
ces sous-groupes (Peix et al., 2009).

Dans la premiére édition du Bergey’s Manual en 1984, la classification était basée sur
I’homologie ARN/ADN bien que le nombre d’especes et la classification phénotypique aient
été maintenus (Palleroni, 1984). La classification phylogénétique des bactéries en fonction de
leurs génes codants ARNr 16S conduisait a la création des trois subdivisions nommées plus
tard Proteobacteria, " alpha ", " beta " et " gamma " (Woese et al., 1984) .

Depuis 1990, le séquencage du géene codant ARNr 16S de toutes les bactéries connues
a commencé. Des séquences ont été déposees dans les bases de données. Le séquencage du
géne codant I’ARNTr 168 ainsi que le développement de modéles mathématiques ont permis la
construction d’arbres de similitude des séquences et la classification phylogénétique des
procaryotes (Peix et al., 2009)

Dans les années 2000, la révision taxonomique la plus détaillé du genre Pseudomonas,
a été réalisée par Anzai et al. (2000), a travers l'analyse de séquences du géne ARNr 16S. En
effet, ces chercheurs ont analysé les génes de 128 especes de Pseudomonas ce qui leur a
permis de reclasser de nombreuses especes de ce genre dans d'autres genres et espéces. Ainsi,
la comparaison de 1073 nucléotides leur a permis de subdiviser les (57) espéces maintenues,

en 7 groupes :
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Le groupe des P. syringae

Le groupe des P. chlororaphis
Le groupe des P. fluorescens
Le groupe des P. putida

Le groupe des P. stutzeri

Le groupe des P. aeruginosa

V V V V V VYV V

Le groupe des P. pertucinogena

L’édition actuelle du Manuel de Bergey’s (Palleroni, 2005) a pris en compte tous les
changements et a inclus toutes les especes décrites jusqu'a sa publication. Depuis 2005,
plusieurs nouvelles especes de genre Pseudomonas ont été décrites (Tab. 3) et le nombre ne

cesse d'augmenter (Peix et al., 2009).

2-4 Criteres actuels de la taxonomie de Pseudomonas
Depuis sa découverte, le genre Pseudomonas a subi de nombreuses modifications

taxonomiques non seulement dans le nombre d'espéces inscrites mais aussi dans les critéres

utilisés pour leur définition et leur caractérisation. Dans I'édition actuelle de “Bergey’s

Manual of Determinative Bacteriology”, une liste complete des méthodes utilisées dans
taxonomie de Pseudomonas est reportée (Palleroni, 2005). Ces méthodes comprennent la
morphologie des cellules et leur structure, la composition de la paroi cellulaire, les types de
pigments, les caractéristiques nutritionnelles et métaboliques, la sensibilité a des composés
différents, la production d'antibiotique, la pathogénicité pour d'autres organismes, la structure
antigénique et des caractéristiques génétiques et écologiques.

Les caractéres phénotypiques comprennent un ensemble de tests, a savoir : la forme
des cellules, le type de flagelles, I'utilisation des sources de carbone (acides organiques,
polyols, acides aminés), la capacité de se développer dans différentes conditions de culture, la
résistance aux antibiotiques, la production de substances antibiotiques et des enzymes exo-
cellulaires (Palleroni, 2005).

Les caractéres chimio-taxonomiques étaient principalement utilisés pour reclasser
certaines especes de Pseudomonas dans d'autres genres. Il s’agit principalement de mettre en
¢vidence la présence de systémes quinones, d’acide gras, de protéine, de lipides polaires ou de
polyamines (Peix et al., 2009).

Le sidérotypage est une autre approche taxinomique intéressante, appliquée, au début,

aux Pseudomonas fluorescents, puis non fluorescents, par Meyer et ses collaborateurs (2002).

15



Tab. 3 : Especes appartenant actuellement au genre Pseudomonas (Euzeby, 2008).

P. abietaniphila® P. cuatrocienegasensis” P. mandelii* P. pseudoaicaligenes®
P. aeruginosa® P. delhiensis" P. marginalis® P. psychrophila®
P. agarici® P. duriflava® P. marincola® P. psychrotolerans®
P. alcaligenes® P. extremorientalis” P. mediterranea® P. putida®

P. alcaliphila® P. ficuserectae® P. meliae* P. reinekei®

P. amygdali® P. flavescens® P. mendocina® P. resinovorans®
P. anguilliseptica® P. flectens® P. meridiana“ P. rhizosphaerae®
P. antarctica® P. fluorescens® P. migulae® P. rhodesiae®

P. argentinensis” P. fragi® P. mohnii® P. sabulinigri®

P. asplenii® P. frederiksbergensis” P. monteilii* P. salomonii®

P. avellanae” P. fulva® P. moorei® P. savastanoi®

P. azotifigens” P. fuscovaginae® P. moraviensis"” P. segetis”

P. azotoformans® P. gelidicola® P. mosselii® P. simiae®

P. balearica® P. geniculata® P. mucidolens® P. straminea®

P. beteli® P. gessardii* P. multiresinivorans® P. stuizeri*

P. borbori® P. graminis® P. nitroreducens® P. synxantha®

P. boreopolis® P. grimontii® P. oleovorans® P. syringae®

P. brassicacearum" P. guineae” P. orientalis® P. taetrolens™

P. brenneri® P. halophila® P. oryzihabitans® P. thermotolerans®
P. caeni” P. indica® P. otitidis" P. thivervalensis”
P. cannabina® P. japonica® P. pachastrellae® F. rolaasii®

P. caricapayae® P. jessenii* P. palleroniana® P. tremae*

P. cedrella® P. jinjuensis" P. panacis” P. trivialis®

P. chloritidismurans® P. kilonensis® P. panipatensis® P. ruomuerensis®
P. chlororaphis® P. knackmussii® P. parafulva® P. umsongensis®
P. cichorii® P. koreensis” P. peli® P. vancouverensis®
P. cissicola® P. libanensis* P. pertucinogena* P. veromnii*

P. citronellolis® P. lini® P. pictorum® P. viridiflava®

P. congelans” P. lundensis® P. plecoglossicida® P. vranovensis"

P. corrugara® P. lurida® P. poae® P. xanthomarina®
P. costantinii® P. lutea® P. pohangensis" P. xiamenensis"

P. cremoricolorata® P. luteola® P. proteolytica® P. xinjiangensis"

: especes incluses dans le Bergey’s Manual (Palleroni, 2005)
b, especes décrites apres la publication du Bergey’s Manual (2005)

°: espeéces décrites avant la publication du Bergey’s Manual (2005) qui n’ont pas été incluses dans cette édition mais dont les noms sont validés.
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Elle est basée sur la caractérisation iso-electrophorétique des sidérophores et des pyoverdines.
Cette approche a permis la caractérisation de plusieurs souches de Pseudomonas par la mise
en évidence de pyoverdines spécifiques aux especes (Meyer et al., 2002). Le pouvoir de
résolution et 1’exactitude de cette nouvelle technique taxonomique a €été améliorée par la
détermination de la masse moléculaire des pyoverdines par spectroscopie de masse (Meyer et
al., 2008).

Actuellement, les techniques les plus modernes d’analyse des biomolécules sont
appliquées pour la taxonomie des Pseudomonas. En effet, I’empreinte génétique par
spectroscopie a fluorescence (spectres d’émission de fuorophores intrinséques : NADH,
tryptophane et le complexe acides aminés aromatiques-acide nucléique), a permis une
discrimination entre les genres Pseudomonas, Burkholderia, Xanthomonas ou
Stenotrophomonas avec une grande sensibilité. Mais aussi, entre les espéces de P.
chlororaphis, P. lundensis, P. fragi, P. taetrolens et P. stutzeri groupé séparément de P.
putida P. pseudoalcaligenes et P. fluorescens, correspondant aux classes phylogénétiques
obtenues par Anzai et al. (2000) et Tourkya et al. (2009).

3- Effets bénéfiques des rhizobactéries
Les plantes et les bactéries peuvent établir trois types d'interactions en fonction des
conséquences pour la plante :
- négatif, conduisant a des maladies (bactéries phytopathogénes) ;
- positif, a savoir symbioses mutualistes, ayant des effets bénéfiques pour les deux
partenaires ; et
- a priori interactions neutres, en raison de l'absence d'effets négatifs ou positifs

évidents sur la plante hote (Mercado-Blanco et Bakker, 2007).

Un grand nombre de genres bactériens sont des stimulateurs de la croissance végétale
per se, en fournissant des microéléments, des hormones de croissance, et / ou par mobilisation
de nutriments (Glick, 1995 ; Lugtenberg et Kamilova, 2009).

La protection de la plante contre des infections causeées par des agents phytopathogenes et les
ravageurs (Ramamoorthy et al., 2001; Gerhardson, 2002) met en ceuvre divers mécanismes
tels : un antagonisme direct des pathogenes (production d’antibiotiques), compétition pour les

nutriments et/ou 1’espace ou en induisant les défenses de la plante (Fig. 7).
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Les bactéries rhizospheriques phytostimulatrices sont reprises sous le terme « Plant
Growth-Promoting Rhizobacteria » ou PGPR (Kloepper, 1989). Cette expression, proposée
pour la premiére fois par Kloepper et Schroth (1978) était utilisée seulement pour les espéces
de Pseudomonas fluorescents favorisant indirectement la croissance végétale. Actuellement,
les PGPR appartiennent a plusieurs genres tels que: Serratia, Bacillus, Pseudomonas,
Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Beijerinckia, Flavobacterium et
Gluconacetobacter (Nadeem et al., 2010).

3-1- Phytostimulation

L'un des mécanismes directs de promotion de la croissance utilisée par les bactéries
PGPR est la production de phytohormones telles: I'acide indole acétique (AlA), l'acide
abscissique, les cytokinines et les gibbérellines. L’effet positif de ces molécules sur la
germination des graines, la formation de racines et 1’élongation de la tige est confirmé par
plusieurs chercheurs (Zahir et al., 2004 ; Khalid et al., 2006 ; Glick et al., 2007).
Ainsi et selon Patten et Glick (1996), 80% des micro-organismes isolés de la rhizosphere de

diverses cultures synthétisent et liberent des métabolites secondaires comme les auxines.
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Fig. 7 : Mécanismes d’action des rhizobactéries sur les plantes (Ahemad et Kibret, 2014)
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3-1-1- Acide indole acéetique (AIA)

L’AIA est une phytohormone puissante produite par les PGPR. Il contréle un large
éventail de processus liés au développement de la plante et de la croissance. En effet, il a un
role clé dans I’amélioration de la croissance des racines et des poils latéraux et polaires, dans
la différenciation des tissus vésiculeuse et dans I'entretien du méristeme (Aloni et al., 2006;
Fukaki et al., 2007). Selon Tien et al. (1979), le tryptophane est le principal précurseur de la
biosynthése de 1’AIA chez les microorganismes le récupérant a partir des exsudats racinaires.
Au moins 5 voies de biosynthése ont été décrites chez les micro-organismes dont la majorité
montrent une similarité avec celles décrites chez les plantes bien que certains intermédiaires
peuvent différer (Patten et Glick, 1996 ; Spaepen et Vanderleyden, 2011). D’aprés ces
auteurs, la production de I’AIA & partir du tryptophane impliquerait (Fig. 8):

(1) La formation via l'acide indole-3-pyruvique et l'indole-3-acétaldéhyde. C’est le
mécanisme le plus commun chez les bactéries comme Pseudomonas, Rhizobium,
Bradyrhizobium, Agrobacterium, Enterobacter, Klebsiella et Azospirillum.

(2) la transformation du tryptophane en AIA peut emprunter une voie alternative aboutissant
a la production de tryptamine. Cette voie est caractéristique de Pseudomonas et
Azospirillum.

(3) la biosynthese de cette auxine via la formation d'indole-3-acétamide a été observée chez
les bactéries phytopathogenes (Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas syringae et
Erwinia herbicola), Pseudomonas saprophytes (Pseudomonas putida et P. fluorescens)

(4) La biosynthése IAA impliquant la conversion du tryptophane en indole-3-acétonitrile
caractérise les cyanobactéries (Synechocystis sp.).

(5) La voie de «tryptophane-indépendant » est la plus commune chez les plantes, mais

retrouvée également chez les Azospirilla et les cyanobactéries.

Ces auxines influencent les processus physiologiques des plantes et facilitent leur
croissance en modifiant I'équilibre hormonal (Kang et al., 2006).
D’apres (Ahemad et Kibret, 2014), I’AIA :

» affecte la division cellulaire, I’extension et la différenciation,

» stimule la germination des graines des semences et des tubercules

» augmente le taux de xyléme et le développement des racines,

» contrdle des processus de croissance végétative

19



o
R L T "5;1..-"-.., e,
LI 1.
_ * w
AL .- Mitrlse
Indole-3 actla]ﬂqxlmc - - - » Indole-3-acetonitrile
Glucobrassicin
lh’.u'i Iz hydratase
.
|
ey o
o T MONG-0XY EEns i . 4 hl-hwdrolase ¥
N i, - * Indole-3-acetamide ————— WL oy,
iy 1-."_.-[«,_.:5' “ 1.ﬂ.ﬁ._;_-:>
: . - H I I [ B i i "
Chorismate —» Anthranilate - - - +Tryptophan ——— e —— —— 1 * Indole-3-acetic acid
o F 3
A e T e 1A A0d
I I D .
“mino transferase H [ "
* Indole-3-pyruvate —————— Indole-3-acetaldehyde
e = ] ' Y
I I Ry -I..H.-'-.__.gn-j ) | T
I LT 1567 H . AMNE=-0X10ASE
* Tryplamine
I'p-independent biosy 15 pathwa
(] ¥ ¥
L_.g:-"'-\._ =, e -."\. o
BT L.
Indole-3-lactate Tryptophol

Fig. 8 : Vue d'ensemble des différentes voies de synthese de I’AlA chez les bactéries (Spaepen et al., 2007).
L'intermédiaire se référant au nom de la voie ou la voie elle-méme est souligné avec une ligne en pointillé. IAALD, indole-3-acétaldehyde; IAM,

indole-3-acétamide; PIDC, indole-3-pyruvate décarboxylase; Trp, tryptophane.
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» stimule la formation des racines latérale et adventives.
> intervient dans les tropismes en réponse a la gravité (gravitropisme) ou a la lumiére
(phototropisme)

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

soumises a un stress salin (Shilev et al., 2010).

3-1-2 Cytokinines

Les cytokinines stimulent la division cellulaire des plantes, régulent la différenciation
de méristeme de la racine et inhibent I'allongement des racines primaires et la formation de
racines latérales (Riefler et al., 2006). Divers PGPR tels que Arthrobacter, Azospirillum et

P.fluorescens, sont capables de produire ce type de molécules (De Salamone et al., 2001).

3-1-3- Gibberellines

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

Herbaspirillum seropedicae et les Rhizobia (Bottini et al., 2004).

3-1-4 ACC désaminase

Chez les plantes L’éthyléne est une phytohormone inhibitrice de la croissance
racinaire (Glick 1995). Le stress induit par I'éthylene est contourné par I’enzyme acide-1-
aminocyclopropane-1-carboxylique (ACC) désaminase synthétisée par les PGPR (Fig. 9).
Cette enzyme réduit le taux d’éthyléne en clivant son précurseur : I’ACC (Glick et al., 2007;
Nascimento et al., 2014).

L’ACC désaminase induit chez la plante une tolérance au sel et a la sécheresse
(Saleem et al., 2007; Zahir et al., 2009). Elle est synthétisée par plusieurs genres bactériens
tels Acinetobacter, Achromobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Azospirillum, Bacillus,
Burkholderia, Enterobacter, Pseudomonas, Ralstonia, Serratia et Rhizobium (Zahir et al.,
2009 ; Kang et al., 2010 ; Nadeem et al., 2010). En conséquence, l'inoculation des semences

avec des rhizobactéries productrices de I’ACC désaminase améliore 1’élongation racinaire de
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la plante, stimule la croissance des tiges en facilite I’absorption de N, P et K chez diverses
cultures (Glick, 2007 ; Nadeem et al., 2009).
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Fig. 9 : Effet des PGPR producteurs d'ACC désaminase (Glick et al., 2004).

3-2 Amélioration de la nutrition de la plante
3-2-1 Solubilisation des phosphates

Le phosphore est un élément essentiel pour le développement et la croissance
biologique des organismes. Il est immobilisé dans le sol par précipitation chimique, il devient
par conséquent moins soluble et indisponible aux plantes. Les microorganismes solubilisant
les phosphates peuvent agir comme agents biofertilisants en agriculture (Sharma et al., 2007).

Les principaux mécanismes de solubilisation des phosphates employés par les PGPR
comprennent :

(1) La solubilisation est la conséquence de la libération d’acides organiques de faible
poids moléculaire, comme 1’acide gluconique et citrique (Glick, 2012). lls abaissent en
conséquence le pH, chelatent les cations fixés aux phosphates insolubles et les convertissent
en formes solubles (H,POy") (Trivedi et Sa, 2008).

(2) La minéralisation du phosphore organique se fait par libération d'enzymes
extracellulaires, phosphatases et phytases catalysant 1’hydrolyse des esters phosphoriques.
Solubilisation et minéralisation peuvent co-exister chez une méme espéce bactérienne (Glick,
2012).
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(3) La libération de phosphates pendant la dégradation de substrat (minéralisation
biologique des phosphates) est une autre stratégie (Sharma et al., 2013)

Plusieurs genres bactériens solubilisent les phosphates comme : Arthrobacter,
Bacillus, Beijerinckia, = Burkholderia,  Enterobacter, Erwinia,  Flavobacterium,
Microbacterium Pseudomonas, Rhizobium, Rhodococcus, et Serratia. (Bhattacharyya et Jha,

2012) Ces bactéries peuvent servir comme agent bio fertilisant (Glick, 2012).

3-2-2 Production de sidérophores

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

Les sidérophores sont divises en trois grandes familles selon le groupe fonctionnel
caractéristique : hydroxamates, catécholates et carboxylates. A I'heure actuelle plus de 500
types de sidérophores sont connus (Cornelis, 2010). La pyoverdine (ou pseudobactine), la
pyocheline et 1’acide salicylique sont les principaux groupes produits par Pseudomonas
fluorescents (Meyer et Abdallah, 1978).

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

L’inoculation des semences par des bactéries PGPR productrices de sidérophores
améliore la croissance végétale et augmente le taux de chlorophylle (Sharma et al., 2003)
Parmi les espéces utilisées comme inocula, citons: Aeromonas, Azotobacter, Bacillus,
Burkholderia, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia et Streptomyces sp. (Sujatha et Ammani,
2013).

3-2-3 Fixation d’azote

L'azote est un élement essentiel pour toutes les formes de vie. C’est le nutriment vital
pour la croissance et la productivité des plantes. Bien qu’il présente 78% de I'atmosphere, il
n’est pas disponible pour les plantes. Les bactéries assurent une fixation biologique de cet
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élément et le transforme en ammoniac, forme assimilable par la plante, a 1’aide d’un systéeme
enzymatique complexe connu sous le nom de nitrogénase (Glick, 1995).

Les bactéries PGPR fixent I'azote atmosphérique par deux mécanismes : symbiotique
et non symbiotique.

e La fixation symbiotique de I'azote est une relation de mutualisme entre la plante et la
bactérie. Cette derniere pénetre d'abord la racine puis forme des nodules, lieu de fixation
d'azote. Les Rhizobia tels Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium et Mesorhizobium
s’associent aux légumineuses alors que les espéces de Frankia sont trouvées chez les non-
Iégumineuses (Tilak et al., 2005).

e La fixation peut étre non symbiotique chez les non légumineuses. Elle est assurée par
les diazotrophes libres comme Azotobacter, Azoarcus, Acetobacter, Azospirillum, Bacillus,
Burkholderia diazotrophicus, Enterobacter, Gluconacetobacter et Pseudomonas (Tilak et al.,
2005).

La fixation non symbiotique représente en général un flux d’azote plus faible que la fixation
symbiotique (Glick, 2012).

L’inoculation de plantes par des bactéries fixatrices d’azote a fait 1’objet de plusieurs
études. Parmer et Dadarwal (1999) a démontré le role des Pseudomonas fluorescents dans la
fixation d’azote et I’amélioration de la nodulation chez le pois chiche. Pseudomonas
fluorescens B16 colonise fortement les racines de tomates et augmente, par conséquent, la
hauteur de la plante, le nombre de fleurs et de poids total du fruit (Minorsky, 2008). Une co-
inoculation des graines de soja par Bradyrhizobium sp. et Pseudomonas sriata assure une
fixation optimale d’azote (Dubey, 1996).

3-3 Protection des plantes

L’existence de sols suppressifs est connue depuis plusieurs années (Kent et Triplett,
2002). lls se caractérisent par une tres faible incidence d’infection ou I’absence totale de
maladie (Weller et al., 2002). Selon Whipps (2001), les mécanismes de la suppression de la
maladie comprennent (Fig. 10) :

e T’inhibition du pathogéne par des composés antimicrobiens (antibiose).

e la compétition pour le fer en vue d’une production de sidérophores.

e la compétition pour la colonisation des niches et des nutriments fournis par les

exsudats racinaires.

o la dégradation des facteurs de pathogénicité telle que les toxines.
e le parasitisme implique la production d’enzymes dégradant la paroi cellulaire des
champignons.
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Fig. 10: Mécanismes impliqués dans la protection des plantes par les Pseudomonas
fluorescents spp. (Couillerot et al., 2009).

3-3-1 Antibiose

L’antibiose ou I’inhibition d'un micro-organisme par le produit métabolique d'un autre
est une caractéristique importante des bactéries PGPR. Les actinomycetes se classent parmi
les micro-organismes les plus actifs en production d'antibiotiques (Crawford et al. 1993).

Les Pseudomonas fluorescents sp. synthétisent divers antibiotiques tels que :
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a- Phloroglucinols

Les phloroglucinols sont des composés phénoliques possédant un large spectre d’action :
antiviraux, antibactériens, antifongiques (Scharifi-Tehrani et al., 1998) et vermifuge
(Maurhofer et al., 1995). Le composé 2,4-diacétylphloroglucinol (2,4 DAPG) produit par
certaines especes de Pseudomonas fluorescents est d’une importance particuliére a
I'agriculture en raison de son activité contre une variété de phytopathogénes. Ainsi, il assure
une protection au blé (Keel et Défago, 1997), tomates (Sharifi-Tehrani et al., 1998) et mais
(Ventura et al., 1998).

b- Phénazines

Les phénazines représentent une vaste famille de molécules hétérocycliques azotées
fortement pigmentées et capables d’une action antibiotique a large spectre. Plus de 50
phénazines sont actuellement connues et certaines souches produisent jusqu’a 10 dérivés
différents en méme temps (Chin-A-Woeng et al., 2003).

L’acide phénazine-1-carboxylique (PCA) est élaboré par les P. fluorescens, P.
chlororaphis et P. aeruginosa (Quan et al., 2010). Ainsi la synthése du PCA dans la
rhizosphére du blé par P. fluorescens et P.aurefaciens a un effet antagoniste contre le
champignon pathogéne Gaeumannomyces graminis (Raaijmakers et al., 1999 ; Thomashow et
al., 2002 ; Ownley et al., 2003).

c- Pyrrolnitrine (PRN)

Le pyrrolnitrine est un métabolite tres actif utilisé comme fongicide agricole (Hammer et
al., 1997). La production de ce compose par P. fluorescens et B. cepacia est impliquée dans le
contrble de certains phytopathogénes comme G. graminis et F. oxysporum (Hammer et al.,
1999).

d- Pyolutéorine

Le pyolutéorine, un autre antibiotique produit par différents Pseudomonas, possede un
pouvoir fongitoxique efficace contre les oomycetes, notamment Pythium ultimun. Cette
molécule protege le cresson et le concombre contre les champignons pathogénes (Maurhofer
etal., 1995).

3-3-2 Composés volatiles
Les substances volatiles sont suspectées d'inhiber la croissance de certains pathogenes.

Enterobacter cloacae, par exemple, inhibe le champignon phythium par la production
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d’ammoniac, produit intermédiaire du catabolisme des acides aminés des exsudats racinaires
(Howell et al., 1988).

Le cyanure d’hydrogéne (HCN) est un inhibiteur efficace de la cytochrome ¢ oxydase
de la chaine respiratoire et d’autres métallo-enzymes (Knowles, 1976) Il est excrété et
métabolisé chez les bactéries par la voie de la décarboxylation oxydative en utilisant le
glutamate et la methionine comme précurseurs.

L’HCN est rencontré chez 88,89% des Pseudomonas et 50% des Bacillus d’un sol
rhizosphérique (Ahmad et al., 2008). Chez les Pseudomonas, la biosynthese de ’HCN a
partir de la glycine, comme premier précurseur, est codée par trois genes (hcn A, B, C)
(Blumer et Haas, 2000).

Ce gaz volatil est impliqué dans la lutte biologique contre la pourriture noire des racines de
tabac (Voisard et al., 1989), la pourriture des racines de la tomate et la fonte des semis chez le
concombre (Ramette et al., 2003). Chez la souche P. fluorescens CHAO, la production de
HCN compte pour une grande partie du pouvoir inhibiteur envers Thievialopsis
basicola (Laville et al., 1998).

D’autres composés volatils (2,3-butanediol et I'acétoine) libérés par des PGPR
entrainent une amélioration appréciable de la croissance de la plante en induisant sa résistance

aux maladies (Ryu et al., 2003).

3-2-3 Production d’enzymes

Certaines bactéries produisent des enzymes hydrolytiques, telle la B-1,3-glucanase, la
chitinase, les protéases, celllulases et lipases. Ces enzymes dégradent les parois cellulaires
fongiques et provoquent leur lyse (Whipps, 2001).
La chitinase et la cellulase produites par des souches de Pseudomonas inhibent la croissance

mycélienne de plusieurs champignons (Sindhu et Dadarwal, 2001).

3-2-4 Compétition pour le fer et production de sidérophores

Une fois libérés dans le milieu extérieur, les sidérophores chélatent le fer (Fe®"), le
séquestrent sous une forme inutilisable par le pathogéne (Lopper et Henkels, 1999). Les
Pseudomonas fluorescents produisent de la pyoverdines, pyocheline et 1’acide salicylique
dont le role est important dans la suppression des maladies des plantes par induction de la

résistance (Maurhofer et al., 1998).
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Les pyoverdines inhibent fortement les espéces fongiques : Phytium et Fusarium (Duijff et

al., 1993) tandis que les pyochelines et leur précurseur (acide salicylique), produits par P.

aeruginosa, contribuent a la protection des tomate contre le Phytium (Buysens et al., 1996).
En outre, les bactéries de lutte biologique forment des biofilms sur les racines

protégeant ainsi les plantes contre les infections par des agents pathogénes (Bais et al., 2004).

3-2-6 Résistance Systémique Induite (RSI)

Les plantes peuvent acquérir des mécanismes de défense contre les organismes
pathogenes par le phénomeéne de résistance systémique induite (RSI). En effet, de nombreux
composants bactériens (lipopolysaccharides (LPS), flagelles, acide salicylique, sidérophores,
lipopeptides cycliques, acétoine et 2,3-butanedio) activent les défenses de la plante contre
différentes maladies. Lors d’une invasion pathogénique, cette « immunité » s’initie suite a la
perception de la plante de molécules dites « éliciteurs » produites par les microorganismes
bénéfiques (Jourdan et al., 2008).

Le phénoméne (RSI) fait appel a la reconnaissance d’éliciteurs chez I’hote par 1’agent
inducteur, ce qui va activer 1’expression des mécanismes de défense sensu stricto et limiter la
pénétration de pathogénes dans les tissus de la plante.

Cette étape nécessite des changements structurels comme la formation de nouveaux obstacles,
I’activité accrue des enzymes lytiques, la production des métabolites secondaires et des
enzymes extracellulaires (Chen et al., 2009)
Ce mécanisme se déroule en trois étapes principales (Fig. 11)
A- Elicitation, les PGPR interagissent avec les racines de 1’hote et produisent des
éliciteurs qui sont percus par la plante ;
B- apres la reconnaissance des déterminants, un signal est véhiculé dans I’ensemble de la
plante afin de I’alerter ;
C- enfin, lors d’une éventuelle attaque par un agent phytopathogene, la plante sera en
mesure de répondre plus efficacement a ’agression, elle devient résistante (Jourdan et

al., 2008).

Dans le royaume bactérien, la liste des especes décrites comme inductrices de I’ISR a
augmenté rapidement au cours des derniéres années. Elle inclut plusieurs especes bactériennes
appartenant a

- Pseudomonas (P. fluorescens, P. putida, P. aeruginosa,),
- Entérobactéries : Serratia (S. marcesens, S. plymuthica),

- Bacilles (Paenibacilluspolymyxa, B. subtilis, B. cereus) (Kloepper et al., 2004).
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Fig. 11 : Résistance systématique induite chez les plantes par des rhizobactéries.
(Jourdan et al., 2008)

4- Effet du sel et Osmorégulation chez les plantes
4- 1 Stress abiotique

Les contraintes environnementales subies par les plantes sont de plusieurs types :
- ioniques (toxicité des ions Na" et CI") et osmotiques causées par la salinité.
- thermiques et hydriques, engendrées par la sécheresse et provoquant a leur tour des stress
ioniques.
Ces différentes contraintes agissent seules ou en interaction. Ainsi le stress de 1’eau, dans son
sens le plus large englobe la salinité élevée du sol et la sécheresse, deux probléemes majeurs
pour [D’agriculture (Monneveux, 1997). Ces facteurs abiotiques empéchent la plante
d’accomplir son potentiel génétique complet (Zhu, 2002).

4-2 Salinité du sol
La salinité du sol constitue une contrainte majeure pour la croissance et la survie

des plantes des régions arides et maritimes. Un sol est dit «salin» si sa conductivité
électrique est > 4dSm™ (~36 mM) (Bui, 2013)

Les sols salins sont caractérises par une faible teneur en phosphore et en ions calcium
et par des valeurs extrémes des rapports de Na*/ Ca®*, Ca®*/Mg?*, Na'/K* et CI/NO; (Grattan
et Grieve, 1992).

4-3- Action du sel sur les plantes
La salinité, méme a des taux faibles (< 4 dS m™), engendre un stress physiologique
sur les plantes et constitue un probléme majeur pour I’agriculture. Ses effets néfastes touchent
aussi bien les glycophytes que les halophytes (Zhu, 2002).
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4-3-1 Glycophytes

Les glycophytes sont des plantes apparemment dépourvues de bases génétiques
pour une tolérance au sel, elles englobent la majorité des cultures vegétales (Glenn et Brown,
1999). Exposees a des conditions salines, ces plantes subissent des désordres nutritionnels
(Grattan et Grieve, 1992). Selon Parks et al. (2002), cette sensibilité est due a leur incapacité
d’éliminer efficacement les ions Na* du cytoplasme.

Les teneurs élevées en sel affectent les aspects suivants :
a- La photosynthese

Mécanisme important chez les plantes, la photosynthése est sous la dépendance de
la salinité du milieu externe. Le NaCl inhibe les complexes du photosystéme 11 (Hamilthon 111
et Heckathorn, 2001). La fermeture des stomates, d’autre part, diminue la disponibilité du
CO; nécessaire a la photosynthese (Monneveux, 1997 ; Kerstiens et al., 2002). Ceci conduit a
une réduction des taux de la chlorophylle (Bourgeais-Chaillou et al., 1991).

b- La membrane

L’exces de sel exerce des effets déstabilisants sur les membranes et dénaturants sur
les protéines. De plus, chez les espéces sensibles au sel, une diminution de la teneur en
phospholipides et une modification concomitante de la permeabilité sont observées
(Bessiéres, 1998).

c- La croissance

Sous I’action de concentrations élevées de NaCl, le poids sec des pousses et des
racines de blé diminuent. Les différents paramétres de croissance, a savoir le taux de
germination et la croissance des tiges, des feuilles et des racines subissent également 1’effet
dépressif du sel (Ben Naceur et al., 2001). Une réduction du poids frais des tubercules de
pommes de terre (Ochatt et al., 1999), une diminution de la croissance et de la biomasse chez
les graines de soja (Bourgeais-Chaillou et al., 1991) sont des exemples des conséquences
d’une salinité élevée du sol.

Les phytohormones, essentiellement ’acide gibbérelique et la kinétine intervenant
dans la germination des graines, subissent également I’action inhibitrice des teneurs élevées
de NaCl (Debez et al., 2001). Par contre la synthése de 1’acide abscissique est stimulée (Khan
et al., 2000). Cette phytohormone maintient la nouvelle croissance sous les conditions de

stress ; elle a un effet majeur dans la préservation des feuilles agées (Mékela et al., 2003) .
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4-3-2 Halophytes

a- Définition et classification

Les halophytes sont des plantes naturellement adaptées aux milieux salés. La
concentration intracellulaire de ces plantes en sel peut atteindre 1M grace a 1’haloadaptation
spécifique des enzymes de la paroi cellulaire et des tissus (Flowers et Colmer, 2015).

Les halophytes sont classées de différentes maniéres :

Sur la base du contenu interne en sel deux catégories sont distinguées : les plantes de
type « inclusif » (Includer) stockent le sel dans les vacuoles, le sel est ainsi isolé, par contre
ceux de type «exclusif » (Excluder) empéchent le sel de remonter jusqu'aux feuilles. Une
premiere barriére existe au niveau de I'endoderme, couche interne des cellules de la racine
(Ashraf et al., 2006).

Sur la base de leur réponse morphologique, les halophytes sont de deux types:
excrétrices de 1’exces de sel, visible sur la feuille sous forme de cristaux (Flowers et Colmer,
2015) ou succulentes capable de stocker de I’eau dans leurs feuilles épaisses (Konnerup et
al., 2015)

Selon leur exigence en sel, Le Houérou (1993) classe les halophytes en trois
catégories :

- Les halophytes proprement dits : tolérant des taux relativement faibles, de 40 a 100 mM
dans une solution de sol.

- Les euhalophytes : supportent des concentrations salines de 1’ordre de 100 a 500 mM
(Atriplex spp.).

- Les hyperhalophytes : se développent a des concentrations excédant celles de I’eau de mer
(Espéces de Sueda et Salicornia).

Le degré d’halophilie semble étre influencé par 1’age et le stade physiologique de la
plante (Flowers et Colmer, 2015).

b- Effet du sel

A des salinités élevées, tous les processus physiologiques de la plante sont ralentis.

La croissance est arrétée, consequence de I’inhibition de la division cellulaire et de la chute

des teneurs intracellulaires en Ca?*, Mg**et K* (Flowers et Colmer, 2015).

4-4 Aspects et mécanismes de ’halotolérance
Généralement les réponses des plantes a un stress osmotique sont de deux sortes :
détoxification de la cellule et maintien de I’homéostasic en vue de la restauration d’une
croissance normale (Zhu, 2002).
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4-4-1 La détoxification
L’augmentation du taux des radicaux oxygénes libres dans les cellules,
consécutivement a un stress biotiqgue ou abiotique, présent des effets néfastes sur les
macromolécules (protéines et ADN) (Hernandez et al., 2001).

La détoxification de la cellule végétale est I’un des mécanismes de 1’halotolérance
a long terme. Elle consiste a éliminer les radicaux en question soit par synthése de taux élevés
d’enzymes antioxydatives : catalase, peroxydase et glutathion-réductase (Hernadez et al.,
2001), soit par I’accumulation d’osmoprotecteurs (Zhu, 2002).

4-4-2 L’homéostasie

L’homéostasie, processus d’autorégulation pour le maintien de 1’équilibre et
I’adaptation aux changements externes, est réalisée par les plantes dans les environnements
défavorables. L’homéostasie peut étre ionique ou osmotique, dans les deux cas elle doit étre
restaurée (Zhu, 2002).

a- L’homéostasie ionique

Le maintien de I’homéostasie ionique est critique pour les plantes confrontées a de
fortes salinités. Ceci implique D’accumulation d’ions inorganiques (Na‘, CI), leur
compartimentation et leur excrétion (Yeo, 1998).

L’absorption des sels est un critere vital pour les plantes des sols salés pour une
croissance normale et une assimilation de 1’eau (Parks et al., 2002).

Afin d’épargner les enzymes cytoplasmiques des effets toxiques, les ions
accumulés en excés doivent étre accumulés dans des vacuoles ou ils servent comme
osmolytes (Bohnert et Shen, 1999 ; Hasegawa et al., 2000). Les concentrations des ions Na*
et CI" dans les vacuoles de Salicorna bigelovii et Sueda maritima, par exemple, peuvent
dépasser 1000 mM (Khan et al., 2000), elles varient de 100 & 250 mM de Na' dans les
chloroplaste et le cytoplasme des halophytes (Flowers et al., 2015).

L’accomplissement de cette étape nécessite la stimulation des pompes H* (Munns,
2002) et une composition lipidique modifiée des vacuoles pour empécher toute perte de Na*
vers le cytoplasme (Glenn et al., 1999).

Les halophytes possédant cette capacité d’absorber et d’accumuler les sels sont choisies pour
remédier aux sols affectés par la salinité et leur revalorisation (Keiffer et Ungar, 2002).

Le maintien de faibles concentrations en ions Na* dans le cytoplasme nécessite
également leur excrétion par un mecanisme de transport actif contre un gradient de

concentration déterminé (Zhu, 2002). Ainsi, les halophytes, par exemple, réduisent la quantité
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d’ions Na" dans le xyléme pour que la quantité de sel fournie aux feuilles soit adéquate pour
la croissance (Flowers et Colmer, 2015).
b- L’homéostasie macromoléculaire
Un potentiel osmotique éleve dans les vacuoles est équilibré par une accumulation de
solutés compatibles dans le cytoplasme (Bohnert et al., 1999 ; Glenn et Brown, 1999).
L’ajustement osmotique accompli par les solutés compatibles permet le maintien de :
e laturgescence (Sakomoto et Murata, 2002).
e nombreuses fonctions physiologiques  (photosynthese,  transpiration,
croissance...)
e [|’état naturel des macromolécules en empéchant 1’accumulation de radicaux
oxygene toxiques, contribuant ainsi au contrdle redox (Hasegawa et al., 2000).
Les composés azotés (protéines et autres acides aminés), hydroxylés (saccharose,
polyols et oligosaccharides) et les ammoniums quaternaires sont parmi les solutés compatibles
accumulés par les plantes. Le type d’osmolyte accumulé dépend de 1’environnement naturel

de chaque espéce végétale (Rhodes et Hanson, 1993).

4-4-3  Syntheése de solutés compatibles
En réponse a des teneurs élevées de sel du milieu externe, les plantes accumulent un
soluté intracellulaire afin de rétablir la pression de turgescence et de protéger ’activité des
enzymes et des macromolécules contre la déshydratation (Fig.12).
Il s’agit de solutés « compatibles », ainsi appelés, du fait qu’ils n’interférent pas avec
la fonction cellulaire (la réplication de I’ADN, interactions ADN-protéines et les mécanismes

métaboliques) quoique accumulés a de tres fortes concentrations (Yancey, 2001).

a- Glycine bétaine (G.B)

La GB est I’lammonium quaternaire le plus répandu chez les plantes supérieures, elle
est accumulée suite a un stress abiotique, telle une salinité élevée (Rhodes et Hanson, 1993).
Elle joue un réle majeur dans la stabilisation des structures des enzymes et des complexes
protéiniques et dans le maintien de I’intégrité des membranes contre les effets délétéres de
I’excés de sel, du froid, de la chaleur et la congélation (Hayashi et al., 1997 ; Sakamoto et
Murata, 2002).
Le complexe de transport d’électrons (II) est protégé par la G.B contre les dommages de la

salinit¢ élevée d’ou la restauration de la photosyntheése et 1’augmentation du taux de
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chlorophylle (Yeo, 1998 ; Hamilton 111 et Heckathorn, 2001). La G.B stimule aussi la fixation
d’azote par les plantes soumises a un stress salin (Pocard et al., 1991).

Les halophytes accumulent des quantités énormes de G.B (Bessiéres, 1998 ; Sakamoto
et Murata, 2002). D’un autre c6té, les glycophytes aussi sont concernées par 1’accumulation
de GB exemple : les épinards (Sulpice et al., 1998), I’orge (Hayashi et al., 1997) et le blé
(Sabry et al., 1995).

Chez les plantes supérieures, la GB se concentre dans le cytoplasme (Yeo, 1998), alors
que la synthese se déroule dans les stroma des chloroplastes (Rhodes et Hanson, 1993 ;
Hayashi et al., 1997 ; Yeo, 1998 ; Sakamoto et Murata, 2002). La G.B d’apport oxygéne (au
niveau des feuilles) est transportée vers toutes les parties de la plante en améliorant sa
croissance (Mékelé et al., 2003).

La majorité des membres de la famille des Plumbiginaceae préférent la R-alanine
bétaine a la G.B. Cet osmoprotecteur remplace la G.B dans des conditions salines hypoxiques
(manque d’O,) (Hanson et al., 1991).

3-dimethylsulfonio-
propionate

Fig. 12 : Structures des principaux osmolytes/ solutés compatibles accumulés dans la
nature (Hasegawa et al., 2000).
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La choline-O-sulfate joue un réle fondamental dans 1’osmoprotection de plusieurs
plantes, notamment les Plumbaginaceae (Hanson et al., 1991). Son accumulation est
également un moyen de détoxification des sulfates, souvent abondants dans les

environnements salins (Mc Neil et al., 1999).

b- Proline

La proline joue un role prépondérant dans le maintien de la turgescence et la protection
des membranes et des systemes enzymatiques (Monneveux, 1997) essentiellement du
complexe de transport d’¢électrons II (Hamilton III et Heckathorn, 2001). Elle est surtout
impliquée dans les environnements secs (Bohnert et al., 1995 ; Sabry et al., 1995).

Des concentrations élevees en NaCl (100 mM) déclenchent la synthése de proline
chez les especes de soja (Bourguois-Chaillou et al., 1991) et de Poplar (Watanabe et al.,
2000). Une osmoprotection efficace a été notée avec la N-methyl-L-proline chez Tamarix
jordanis, une plante halotolérante (Solomon et al., 1994).

Cet immino-acide n’est cependant pas impliquée dans 1’ajustement du stress salin a long

terme (Kohl, 1997).

c- Sulfoniums tertiaires

Le dimethylsulfoniopropionate (DMSP) est omniprésent chez les algues marines (Mc
Neil et al., 1999) dont U. lactuca (Ghoul et al., 1995 ; Van Alstyne et al., 2007). Il est
particulierement accumulé comme osmoprotecteur par les plantes a fleurs dans les milieux
carencés en azote (Rhodes et Hanson, 1993 ; Mc Neil et al., 1999). Il joue aussi un role
important dans la détoxification des sulfures dans les marécages salés (Rhodes et Hanson,
1993).

d- Ectoine
L’introduction de genes impliqués dans la voie biosynthétique de 1’ectoine dans les
cellules de tabac conduit a une meilleure tolérance au choc hyper osmotique chez les plantes

transgéniques (Nakayama et al., 2000).

e- Polyols
Les polyols fonctionnent dans deux voies difficiles a separer : ajustement osmotique
(en facilitant la rétention de 1’eau dans le cytoplasme) et osmoprotection (grace a I’interaction

avec les membranes, les enzymes ou les complexes protéiques) (Bohnert et al., 1999).
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Le mannitol et le pinitol sont accumulés par les plantes pour I’ajustement osmotique
dans un milieu salé (Bohnert et al., 1999)

Le D-ononitol et de myo-inositol protegent les enzymes et les membranes contre les
effets de I’hyperosmolarité (Sheveleva et al., 1997). Particuliérement 1’accumulation du myo-
inositol facilite la séquestration des ions Na" et protége la photosynthése (Sheveleva et al.,
1997). La synthése d’inositol augmente chez Arbidopsis en réponse a un stress salin (Dewald
et al., 2001).

f- Potassium

Le potassium est nécessaire au maintien de la turgescence et a I’ajustement osmotique.
Chez les plantes sous stress salin, il est accumulé dans la vacuole pour servir de soluté
compatible (Bohnert et Shen, 1999).

5- Osmorégulation chez les bactéries

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

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

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

En réponse a des teneurs élevées de sel du milieu externe, les microorganismes
accumulent un soluté intracellulaire afin de rétablir la pression de turgescence et de protéger
I’activit¢ des enzymes et des macromolécules contre la déshydratation (Galinski, 1995 ;
Kempf et Bremer, 1998).

Les bactéries accumulent différentes molécules selon 1’intensité et la durée du stress

parmi lesquelles :

- L’augmentation intracellulaire de solutés ioniques (ex : K*) sert de signal pour la

coordination des autres réponses osmorégulatrices (Kempf et Bremer, 1998). Le glutamate de
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charge négative a pH neutre est synthétisé lors d’un stress osmotique pour contrebalancer les
charges positives des ions K* (Kempf et Bremer, 1998).

- Des molécules neutres telles le tréhalose et des ployols jouent un réle important dans
1I’osmoadaptation (Pocard et al., 1994).

- Des osmoprotecteurs, tels la proline dont I’accumulation se fait par transport actif a
partir du milieu exterieur, elle contribue a la stimulation de la croissance de plusieurs
bactéries comme S. thyphimurium et E. coli (Le Rudulier et Bouillard, 1983 ; Csonka, 1989).
Chez les bactéries, La G.B est I’osmoprotecteur le plus efficace (Csonka et Hanson, 1991).
Elle est généralement accumulée dans le cytoplasme des cellules subissant un stress
osmotique a des concentrations excédant 800 mM (Larsen et al., 1987 ; Csonka, 1989).
Plusieurs especes bactériennes répondent positivement a un apport exogene de G.B, méme a
de faibles concentrations (1 mM) (Bernard et al., 1986).

Les Pseudomonas accumulent a partir du milieu externe ou par synthese de novo
une variété de solutés compatibles. Le glutamate et le tréhalose sont utilisés par ces especes
durant la croissance dans un milieu de forte osmolarité (D’Souza-Ault et al., 1993 ; Pocard et
al., 1994). Selon ces mémes auteurs, plusieurs espéces de Pseudomonas (P. aeruginosa, P.
fluorescens, P. mendocina, P. pseudoalcaligenes, et P. putida) accumulent le N-
actylglutaminyl-glutamine lorsqu’elles sont confrontées a un stress osmotique en absence de
bétaine. Le glucosylglycerol est le soluté compatible prédominant chez P. mendocina et P.
pseudoalcaligenes (Pocard et al., 1994). Le mannitol est également détecté chez P. putida
(Kets et al., 1996). La G. B. est un osmoprotecteur puissant pour les espéces de Pseudomonas
(D’Souza-Ault et al., 1993 ; Pocard et al., 1994).

6- Effets des PGPR sur les plantes stressées par le sel

L’inoculation par des rhizobactéries permet une amélioration de la résistance des
plantes aux contraintes salines (Glick, 2015). Les PGPR induisent quelques ajustements
conférant de nouvelles capacités d’halotolérance (Fig. 13).

La production de I’AIA par les bactéries rhizosphériques fournit un supplément a la
plante pour maintenir la croissance racinaire et foliaire une fois exposée a de fortes teneurs en
sel (Ahmad et al., 2013). Cet effet positif est observé chez le blé inoculé aves des souches de
Pseudomonas (Egamberdieva, 2009)

En réponse a un stress salin, les rhizobactéries réduisent la quantité d’éthyléne par une
synthése abondante de 1’enzyme ACC désaminase. L’activité de cette enzyme confere, par

exemple, une tolérance a la tomate, le piment et la feve, se traduisant par une augmentation du
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poids frais et sec des plantes et une amélioration du processus photosynthétique (Mayak et al.,
2004 ; Nadeem et al., 2009).

Les EPS élaborés par les PGPR améliorent la structure du sol et augmentent la
capacité de rétention d'eau dans la rhizosphere (Alami et al., 2000). En se liant aux cations, ils
réduisent la teneur en Na' absorbés par la plante (Ashraf et al., 2004). La formation de
biofilm autour des racines (EPS et protéines) par les PGPR limite la diffusion de
phytohormones et autres nutriments nécessaire a 1’atténuation du stress (Timmusk et al.,
2013). Ainsi, I’inoculation du blé (Ashraf et al., 2006), du pois chiche (Qurashi et Sabri,
2012) et du mais (Awad et al., 2012) par des bactéries productrices d’EPS, augmente le poids
frais et sec, les taux de chlorophylle (a et b) et des caroténoides.

En réponse a un stress salin sévére, les plantes augmentent la synthése d’osmo-
protecteurs, afin d’ajuster la pression osmotique et de détoxifier les cellules (Le Rudulier,
2005 ; Ashraf et Foolad, 2007). Certaines rhizobactéries peuvent intervenir dans ces réponses
en synergie avec les réponses intrinséques des plantes. L’inoculation chez le riz par P.
pseudoalcaligenes, surproductrice de glycine-bétaine, améliore la résistance des plantes par
une augmentation de la matiere seche foliaire et racinaire (Yuwono et al., 2005). Une
accroissement du taux de la proline dans les feuilles est observé aprés bactérisation des

semences de mais par Azospirillum (Kandowangko et al., 2009).
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Growth
promotion

Fig. 13 : Modalités de I’atténuation du stress osmotique par les PGPR (Yang et al.,

2009).

ABA : Acide abscissique, AAI : acide indole acétique, ROS : Dérivé réactif d’oxygéne.
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Chapitre I

Isolement et caractérisation des Pseudomonas fluorescents spp.

1- Matériel et méthodes

Le sol est considéré comme le réservoir le plus riche en microorganismes sur terre.
Les bacteéries, de par leur nombre et leur diversite, sont impliqués dans le fonctionnement de
I’écosystéme tellurique grace aux interactions microbiennes avec leur environnement et les
microorganismes environnants.

Dans ce premier chapitre, les manipulations inhérentes a la microbiologie du sol
consistent a estimer la flore bactérienne totale et les Pseudomonas du groupe fluorescent dans
2 sols I’un fertile : EI-Ouricia, I’autre affecté par la salinité (Sebkhat Melloul). La rhizosphére

et I’endospheére de 2 plantes caractéristiques des 2 sites sont analysées.

1-1 Echantillonnage
1-1-1 Sols

Le préléevement de sol est effectué dans un champ de blé situé a EI-Ouricia (Nord
SETIF), en Mars 2011 (Fig. 14) C’est un sol fertile, noir, friable et argileux.

Apres avoir écarté la couche superficielle avec une spatule stérile, approximativement 2 Kg
de sol sont prélevés aseptiquement a partir de plusieurs parcelles de champ (nb=6) sur une
profondeur de 20 cm et un diametre de 23 cm.

Selon la méme procédure, un deuxiéme échantillon est retiré a partir d’un sol salin (Sebkhat
Melloul) situé au sud de la wilaya de Sétif (Daira de Ain Oulméne), a une distance de 100 m
du lac principal (Fig. 15).

1-1-2 Rhizospheres

Les échantillons du sol appartenant a la rhizosphere du blé dur Triticum durum (sol
fertile) et de I’halophyte Atriplex halimus (sol salin) (Fig.16) ont été prélevés soigneusement
(en déracinant les plantes) sur trois points différents et recueillis dans des sachets en plastique
stérilisés par U.V. L’ensemble des prélévements est transporté dans des glaciéres et gardé a
4°C pour une utilisation ultérieure. (Pepper et al., 2000).

L’halophyte Atriplex halimus L., objet de notre étude, est un arbuste vivace originaire
d’Afrique du nord, adapté aux terrains salino-argileux (conductivité électrique > 4 dSm™) et
aux milieux arides caractérisés par des préecipitations annuelles inférieures a 150 mm. Son
systeme racinaire profond stabilise les sols susceptibles a I'érosion (Le Houérou, 1992). C’est

une espece fourragére importante pour 1’alimentation du bétail en particulier
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Fig. 14: Localisation géographique de la zone de prélévement d’un sol fertile. (Google
Earth, 2015)

Date deslimages satellite;::20/8. 36:00;0,1'37aN 1521828 10;E N e16VH897im

Fig. 15: Localisation géographique de la zone de prélévement d’un sol salin. (Google

Earth, 2013)

Fig. 16: Atriplex halimus
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celle des ovins et les caprins (Walker et al., 2014), d’autant plus qu’elle sert en médecine
traditionnelle arabe pour traiter le diabéte, le rhumatisme et les maladies cardiaques (Said et
al., 2008).

La taxonomie des plantes choisies pour la présente étude est reportée dans les tableaux 4 et 5.

Tab. 4 : Taxonomie du blé dur

Regne Plantae
Embranchement Spermatophyta
Sous embranchement Magnoliophyta
Classe Liliopsida
Ordre Poales

Famille Poaceae

Genre Triticum
Espece Triticum durum

Tab. 5 : Taxonomie de A. halimus (Kadereit et al., 2010).

Régne Plantae
Embranchement Spermaphyta
Sous-embranchement Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Apétales

Ordre Centrospermales
Famille Amaranthaceae
Sous-famille Chenopodiaceae
Tribu Atripliceae
Genre Atriplex

Espece Atriplex halimus

1-2- Analyse physico-chimique du sol

1-2-1 Mesure du pH et de la conductivité électrique
Le pH et la salinité sont deux parametres a déterminer du fait de leur importance et
leur influence sur la composition de la communauté bactérienne tellurique. Les techniques

adoptées sont celles décrites par Pansu et Gautheyrou (2006).
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Afin de mesurer le pH, la solution du sol est préparée comme suit: 10 g de
I’échantillon sont additionnés de 25 ml d’eau distillée. Apres agitation vigoureuse et
décantation pendant 5 minutes, le pH du surnageant est mesuré.

La salinit¢ du sol est donnée par un salinometre (type HANNA HI 9032)
préalablement étalonné a I’aide d’une solution standard (Cole-Parmer) de conductivité 12,80
Ms & 27,5°C. Elle est déterminée via I’évaluation de la conductivité électrique (Cg). Elle
exprime, en fait, la capacité du sol a conduire le courant électrique en fonction de la
concentration en électrolytes (Pansu et Gautheyro, 2006).

Dans ce but, un extrait aqueux du sol (1/10) est réalisé dans de 1’eau distillée. Aprés agitation
douce pendant 20 min et décantation pendant 30 mn, la Cg (exprimée en mS/cm).
1-2-2 Taux de Carbone organique

La matiére organique joue un role déterminant dans la pédogénése du sol. Elle
amplifie grandement sa capacité d'échange cationique et retient les nutriments assimilables
par les plantes. Ainsi, la matiere organique constitue un réservoir de nutriments lentement
assimilables et joue par conséquent un réle important dans la fertilité du sol. Pour ces
raisons, il était impératif de connaitre le taux de carbone organique des 2 sols prélevés.

La méthode de Anne (1945) pour le dosage de la matiére organique dans le sol est
largement utilisée par les laboratoires d’analyses du sol. Cette méthode normalisée (NF 1SO
14235) est basée sur une oxydation du carbone présent dans le sol par un mélange de
dichromate de potassium (K,Cr,0;) et d'acide sulfurique. L'excés de K,Cr,O7 est neutralisé
par une solution contenant le Fe®* (sous la forme de sel de Mohr ou de sulfate de fer). L'acide
phosphorique est utilisé pour complexer I'ion Fer (l11) et obtenir, par conséquent, un point de
virage plus distinct. La différence en meq. Fe utilisée pour I'échantillon et pour I'essai a blanc
permet de calculer le contenu de carbone dans le sol.

Le pourcentage de matiere organique dans le sol est calculé sur la base du taux de
carbone dans la matiére organique comme suit :

% matiére organique= taux de carbone organique x 1.72
1-2-3 Taux d’humidité

La teneur en eau est déterminée par gravimétrie apres séchage a une température
maximale de 105°C. Cette température, maintenue pendant une période de temps contrdlée,
est suffisamment élevée pour éliminer les formes "libres" de I'eau et suffisamment faible pour
ne pas provoquer une perte importante de matiére organique et des sels instables par
volatilisation. La répetabilité et la reproductibilité sont satisfaisantes dans la majorité des sols
si les procédures sont rigoureusement respectées selon Pansu et Gautheyrou (2006).
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La teneur en eau du sol se détermine par deux pesées: une premiére pesée de
I'échantillon a I'état initial constitue la masse de I'échantillon humide et une deuxiéme pesée
apres passage a l'étuve a 105°C pendant 4 heures (évaporation de I'eau libre et de I'eau
capillaire), donne la masse séche de I'échantillon. Comme le sol séché attire rapidement
I’humidité de I’air, il est donc nécessaire de peser les échantillons immédiatement apres
refroidissement dans le dessiccateur (Pepper et al., 2000).

Le taux d’humidité est alors exprimé selon la formule :

B Poids humide — Poids sec

o =

Poids sec

1-3- Analyse microbiologique
1-3-1- Isolement et dénombrement de la flore bactérienne totale
a- A partir des sols et des rhizosphéres

L’isolement des bactéries colonisant le sol non rhizosphérique (SNR) ou
rhizosphérique est une opération hautement sensible. Un nombre maximal de bactéries doit
étre mis en culture dans le milieu nutritif. Dans ce but, le milieu « Cold Soil Extract Agar »
(CSEA) proposé par Olsen et Bakken (1987) a été adopté. En effet, sa composition riche
favorise la récupération d’un nombre considérablement élevé par rapport aux autres milieux

testés par les 2 chercheurs cités ci-dessus. Les éléments constitutifs du milieu sont :

Extrait de sol (extrait a froid) 400 ml (Annexe 1)
Eau de robinet 600 ml

Tampon phosphate (solution stock) 1 ml (Annexe 2)
Solution nutritive (solution stock) 1 ml (Annexe 3)
Agar 209

Aprés autoclavage (121°C, 15 min) et refroidissement vers 50°C, une solution de
cycloheximide (Sigma) (75ug/ 1), un antifongique, stérilisée par filtration sur membrane
(Millipore) 0,2 um est additionnée au milieu CSEA (Hunter et Belt, 1999).

Afin d’isoler les bactéries a partir du sol non rhizosphérique (SNR), celui- ci est
débarrass¢ des pierres, des débris de plantes et autres corps solides puis broy¢ a I’aide d’un
mortier stérile. Un gramme de chaque sol est dilué dans 9 ml de I’extrait de sol stérile,

I’ensemble est agité pendant 30 min.
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Pour récupérer les bactéries rhizosphérique du blé ou de I’halophyte, le sol non
rhizosphérique est ¢liminé. Les racines sont immergées dans 9 ml d’eau physiologique (9 g/ 1)
stérile et vortexées pendant 10 min.

A partir de ces solutions- méres de chaque échantillon, des dilutions décimales (10 &
10™°) sont réalisées dans du tampon phosphate (Annexe 4). 100 pl de chaque dilution serviront
a ensemencer le milieu de culture CSEA. L’incubation a lieu a 28°C/15 j, les numérations sont
relevées toutes les 24 h.

b- A partir des endosphéres

Afin d’isoler les bactéries a partir de I’endosphére du blé et de Atriplex halimus, le sol
rhizosphérique est éliminé par lavage a 1’eau distillée stérile. Les racines sont ensuite
désinfectées a 1’éthanol 70 % (vol/ vol) puis stérilisées en surface avec une solution
d’hypochlorite de sodium a 3%. Les racines sont enfin rincées abondamment avec de ’eau
distillée stérile afin d’éliminer toutes traces des désinfectants puis additionnées d’eau
physiologique (1 : 10) et broyées dans un mortier stérile. Un gramme du broyat est prélevé et
mis en suspension dans 9 ml d’eau physiologique stérile. A partir de cette solution (dilution
10'2), une série de dilutions décimales sont alors réalisées (Forchetti et al., 2007). Un aliquote
de 0,1 ml de chaque dilution est étalé a la surface du milieu CSEA. L’incubation est réalisée

a 37 °C/ 15 j, les dénombrements étant effectués toutes les 24 h.

1-3-2 Isolement et dénombrement des Pseudomonas fluorescents spp.
En vue d’un isolement sélectif des especes de Pseudomonas fluorescents a partir des
échantillons précédents, les milieux S; et King B sont utilisés.

Le milieu S; a été décrit par Gould et al. (1985), de composition :

Saccharose 10g
Glycérol 10 mi
Acides casaminiques 50
NaHCO3 anhydre (Merck) 19
MgSO,, 7H,0 19
K,HPO, 2,34
Sodium Lauryl Sarcosique (S.L.S) (Fluka) 1,29
Triméthoprime (Sigma) 20 ¢
Agar-agar 18 ¢
Eau distillée  q.s.p 1000 mi
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La solution de triméthoprime stérile (filtre type Millex, porosité 0,22 um) est ajoutée apres
autoclavage du milieu (121°C, 15 min) et refroidissement vers 40°C. Le pH final du milieu est
de7,4a7,6.

Le milieu King B (King et al., 1954) (Annexe 5) est également utilisé pour 1’isolement
des Pseudomonas fluorescents du sol (Gould et al., 1985).

Apres étalement d’un aliquote de 100 pl de chaque dilution précédemment préparée (a
partir du sol, rhizosphére, endosphére), les milieux sélectifs sont incubés a 25°C/ 5 j Les

numérotations sont réalisées chaque jour.

1-3-3 Expression des résultats
a- Nombre d’UFC/g de sol

Le résultat final de tous ces dénombrements est exprimé en nombre d'UFC/ml. Pour
d’exprimer le résultat en UFC /g de sol, la formule suivante est appliquée (Josephson et al.,
2000):

poids de sol humide testé — poids sec

% d'humidité = poids sec

1

Nombre d'UFC de sol = UFC | Xx———
ombre par g de sol sec par m Xpoids soc

Les résultats concernant I’endosphere sont exprimés en UFC/ g de racine

b- Calcul du rapport R/S
Le rapport R/S est calculé afin exprimer 1’effet rhizosphérique accompli par les exsudats
racinaires de chacune des plantes sur les bactéries. Soit R le nombre d’UFC/ g de sol
rhizosphérique et S: le nombre d’UFC/ g de sol non rhizosphérique. Ce rapport concerne

seulement les échantillons de sols et des rhizospheres.

1-3-4 Purification
Des colonies de chaque préléevement sont choisies a partir du milieu CSEA selon leur
dominance ou selon une couleur caractéristique et purifiées sur milieu gelose nutritive
A partir des 2 milieux sélectifs des Pseudomonas fluorescents, des colonies sont

sélectionnées sur la base de leur fluorescence (UV 365 nm) et purifiées sur milieu King B.
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1-3-5 Identification des isolats

L’identification des isolats issus du milieu CSEA est basée sur 1’observation
macroscopique des colonies (aspect sur milieu gélose nutritive, forme, texture et
pigmentation) et I’observation microscopique (morphologie des cellules, taille, mode
d’agencement, mobilité, coloration de Gram et de la spore).

Outre les études micro et macroscopique, l’identification des isolats, dont la
fluorescence est confirmée sous UV, a porté sur la détermination des caractéres biochimiques
spécifiques des Pseudomonas décrits dans le «Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology » (Holt et al., 1994) telles : I’hydrolyse de 1’amidon, la production de H,S,
I’utilisation du citrate, I’hydrolyse de caséine et la liquéfaction de gélatine. La présence de
catalase, d’oxydase et nitrate réductase ainsi que le type respiratoire et I’utilisation de glucose
sont les principaux criteres a vérifier. La fluorescence sur milieux sélectifs King A (Annexe 6)
et King B ainsi que la croissance a 4 et 42°C permettent la différenciation entre les especes de
Pseudomonas fluorescents. Ces tests préliminaires ont mené au choix d’une vingtaine de
souches de la rhizosphére du blé de I’endospheére de A. halimus.

1-3-6 Conservation des souches

Pour une conservation de longue durée et afin d’éviter toute mutation génique, les
isolats sont conservés dans du bouillon Luria Bertani (LB) (annexe 7) additionne de glycérol a
30% puis gardés a -18°C.

2- Résultats
2-1 Caractéristiques physico-chimiques des sols étudiés

Le sol prélevé de la région d’El- Ouricia est un sol classé parmi les sols agricoles
fertiles, connus par la culture de blé. C’est un sol noir, friable et argileux. Le pH est de 7,25.
La conductivité électrique (CE) a 20°C est de 486 uS/cm et la teneur en chlorures est de 233
mg/l. Le taux de matiéres organiques est de 0,84%.

Le deuxieme prélévement réalisé a partir du sol salin (Sebkhat Melloul) est un sol de
couleur marron claire, de texture limono-sablonneux. Le pH est de 7,30. A 20°C, la
conductivité électrique atteint 4,09 mS/ cm avec une charge de 2,11 g/l de chlorures. Le taux
de matiére organique note est de 0,63%.

Les differentes caractéristiques physico-chimiques des 2 sols étudiés sont représentées dans le

tableau 6.
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Tab. 6 : Parameétres physico-chimiques des 2 sols étudiés

Type de sol
Parametres Fertile Salin
pH 07,25 07,30
Conductivité a 20°C 486 ps/cm 4,09 ms/cm
Chlorures 233 mg/l 02,11 g/l
Calcaire total 25,08% 29%
Calcaire actif 13,05% 03,84%
Nitrates / nitrites 02,30 mg/kg / 0,30mg/kg 0,45 mg/Kg/ 0,35 mg /Kg
Azote ammoniaqué 07,80 mg/kg N 10,80 mg/ kg N
Potassium 150 mg/kg K 180 mg/ Kg K
Phosphore 30 mg/ kg P 80mg/KgP
Matiére organique (%) 0,84 0,63
Taux d’humidité 21% 15,66%

2-2 Dénombrement de la flore bactérienne totale

Suite a 1’analyse microbiologique du sol fertile (SNR, sol rhizosphérique du blé) et
celle du sol salin (SNR, sol rhizosphérique de Atriplex halimus), le dénombrement de la flore
totale bactérienne sur milieu CSEA incubé a 28°C pendant 15 jours a fourni des
données  différentes selon I’échantillon (Tab. 7). L’analyse de la variance révéle une
différence tres significative (P < 0.001) entre tous les prélévements testés (Fig.17)

Un gramme de sol fertile (NR) renferme 2,7.10° UFC alors que la charge bactérienne
du sol salin est de 1,10° UFC/g.

Le sol rhizosphérique du blé contient approximativement 2,8.10° UFC/g, celui de
I’halophyte abrite 1,7.10° UFC/g de sol.

Un gramme de racines du blé est colonisé par 1,8.10° UFC, celui de A. halimus par
2,5.10° UFC/g.
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Fig. 17 : Enumération de la flore bactérienne totale dans différents échantillons

(S. sol, Rhizo: Rhizosphére, Endo : endosphére, Atri : Atriplex halimus)
**x - P < 0,001

2-3 Calcul de I’effet rhizosphérique

L’effet rhizosphérique est communément exprimé par le rapport R/S (nombre de
microorganismes dans la rhizosphére/ nombre de microorganismes dans le sol non
rhizosphérique). Ainsi ce rapport a concerne, dans cette étude, seulement les bactéries. Il est

équivalent a 10,37 pour le sol fertile et 15,45 pour le sol salin, valeurs représentant la
moyenne de 3 répétitions.

2-4 Dénombrement des Pseudomonas fluorescents spp.

L’énumération des Pseudomonas fluorescents différe selon le lieu de prélévement,
I’échantillon et le milieu utilisé (Tab.7).

2-4-1 A partir de sols

Aprés incubation (25°C/ 5 j), le milieu King B a permis de dénombrer 4,1.10*UFC/g
de I’échantillon fertile et présentant une fluorescence a 365 nm. Il est a noter que les colonies
non fluorescentes, de couleurs différentes détectées sur le milieu ne sont pas dénombrées. Sur
milieu sélectif Sy, 5,3.10* UFC/g, dont la fluorescence est trés nette, ont été énumérées. Le sol
salé contient 3,2.10° et 7,5.10° UFC/g sur milieux King B et Sy, respectivement.
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Tab. 7 : Tableau récapitulatif des resultats de dénombrement de la flore totale et des

Pseudomonas fluorescents spp. isolés de différents échantillons.

ECHANTILLON
UFClg
Sol Sol Rhizosphére | Rhizosphere | Endosphere | Endosphere

Test fertile salin T. durum A.halimus T. durum A. halimus
Flore
bactérienne 2,7.10° | 1,1.10° 2,8.107 1,7.10° 1,8.10° 2,5.10°
totale
(CSEA)
Pseudomonas
Fluorescents 4,1.10* | 3,2.10° 5,2.10° 1,3.10* 4,8.10° 4,5.10°
(King B)
Pseudomonas
fluorescents 5,3.10* | 7,5.10° 6,5.10° 5,2.10* 8,1.10° 5,3.10°
(S1)

2-4-2 A partir des rhizosphéres

La rhizosphére du blé abrite 5,2.10° UFC/ g présentant une fluorescence sur King B et
6,5.10° UFC/g sur Ss. En revanche, celle de A. halimus renferme 1,3.10* comptées sur King B
et 5,2.10* UFC/g sur milieu S;.
2-4-3 A partir des endosphéres

A partir ’endosphére du blé 4,8.10° UFC/g ont été énumérées sur king B. Le milieu Sy
a fourni 8,10.10° UFC/g.
Selon la procédure d’extraction suivie, I’endosphére de A. halimus renferme 4,5.10* UFC/g

fluorescentes isolées sur King B et 5,3.10% sur Sy.

Les dénombrements obtenus sur King B et S; sont illustrés sur la figure 18. Elles
expriment une différence tres significative (P < 0.001) entre les échantillons dérivant d’un sol
fertile et ceux d’un sol salin. La figure 19 montre clairement une différence non significative

quant aux nombres recensés sur les 2 milieux King B et S;.
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Fig. 18 : Dénombrement des Pseudomonas fluorescents spp. sur milieux King B (A)
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Fig. 19 : Comparaison entre les deux milieux king B et S;

(S.:sol, Rhizo : Rhizosphere, Endo : endosphére, Atri : Atriplex halimus)
** P<0.01; ***:P<0.001; ns:différence non significative.
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Le taux approximatif des Pseudomonas fluorescents par rapport a la flore totale de

chaque échantillon est présenté dans le Tableau 8.

Tab. 8 : Pourcentage des Pseudomonas fluorescents spp. présents dans les échantillons

analysés
Pseudomonas Echantillons
Sol Sol salin  Rhizosphére Rhizosphere Endosphére Endosphére
Milieu Fertile T. durum A.halimus  T. durum A. halimus
King B 1,51 2,9 2,03 0,67 2,66 18
S1 1,96 6,8 2,32 3,05 4,5 21,2

2-5 Tests d’identification des isolats

L’identification des souches isolées a été réalisée essentiellement selon les clefs de
détermination de Bergey (Holt et al., 1994).
2-5- 1 A partir du milieu CSEA

Quel que soit 1’échantillon a 1’origine, les isolats purifiés a partir du milieu CSAE,
montrent une dominance des formes bacillaires & Gram™ sporulées. Les bacilles d’aspect
mycélien a Gram™ dominent. Les bacilles a Gram™ fermentatifs sont en nombre considérable
surtout dans le sol fertile non rhizosphérique. Les bacilles a Gram™ oxydatifs sont largement
représentés au niveau des rhizosphéres. Enfin les coccobacilles & Gram® existent en un
nombre tres faible. Les caractéristiques macroscopiques, microscopiques et quelques
caractéristiques biochimiques sont résumées dans les tableaux 9 et 10.
2-5-2 A partir des milieux sélectifs

Les isolats obtenus a partir des milieux sélectifs King B et S; sont purifiés sur milieu
King B et leur fluorescence sous UV (365 nm) est confirmee. La majorité d’entre elles
donnent des colonies créeme a blanchatres (quelques une vertes), bombées et visqueuses. La
présence d’une odeur aromatique caractéristique est déterminante chez certaines souches.

Tous les isolats sont des bacilles fins, quelques fois aux extrémités arrondies, a Gram
négatif, mobiles et non sporulés. Les tests biochimiques confirment la présence d’une
catalase, d’une oxydase, d’une nitrate réductase chez toutes les souches. La respiration est
acrobie, le métabolisme du glucose se fait par voie oxydative et I’utilisation du citrate comme

seule source de carbone est confirmée.
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Tab. 9: Observations macro- et microscopiques des colonies isolées du milieu CSEA

Code Examen macroscopique Examen microscopique

SF1 Jaune, ronde, visqueuse, lisse, bombées, @= | Bacilles a Gram’, mobiles.
4 cm.

SF2 Translucide, ronde, séche, plate, @=7 cm Bacilles courts a Gram®, spore centrale,

mobiles.
SF3 Beige, ronde, crémeuse, lisse, @=3 cm. Bacilles a Gram®, spore déformante,
mobiles.

RB1 | Transparente, humide, lisse, @=5 cm Bacilles a Gram", asporulés, mobiles.

RB2 Séche, lisse, semi-bombée, visqueuse, @= 5 | Bacilles a Gram’, mobiles.
cm.

EB Seches, lisses, contours irréguliers. Bacilles courts a Gram’, immobiles.
@=3cm

Ss1 Jaunatre, ronde, lisse, semi-bombés, | Aspect mycélien a Gram®, sporulé.
visqueuse, @=8 mm.

SS2 Blanche, bombée, lisse, transparente, Bacilles courts a Gram®, spore centrale,
@=1cm mobiles.

SS3 Rose, séches, contours irréguliers, @=1mm. | Aspect mycélien a Gram®, sporulé

RA1 | Verte, Déformée, contours irréguliers, seche. | Bacilles courts a Gram’, mobiles.

RA2 | Marron, Ronde, lisses, crémeuse, @= 1mm | Bacilles a Gram®, sporulés, immobiles

EA 1 |Marron, ronde, bombée, rugueuse, @= 10| Bacilles a Gram *, mobiles
cm

Tab. 10 : Quelques caracteres biochimiques des colonies isolées sur milieu CSEA.

Code Catalase oxydase Nitrate Métabolisme Type respiratoire
réductase glucidique

SF1 + + - oxydatif aérobie stricte

SF2 + - - fermentatif Aéro-anérobie facultatif

SF3 + - - oxydatif Microaérophile

RB1 + - - oxydatif Microaérophile

RB2 + + - inerte aérobie stricte

EB + - - oxydatif Aérobie strict

SS1 + - - oxydatif Aérobie strict

SS2 + - - fermentatif Aéro-anaérobie facultatif

SS3 + - - oxydatif aérobie stricte

RA1 + - - inerte aérobie stricte

RA2 + - - fermentatif aéro-anaérobie facultatif

EAl + - - inerte microaérophile

SF : Sol fertile ; SS : Sol salin ; RB : Rhizosphére de blé ; EB : Endosphére blé ; RA : Rhizosphére A. halimus ;
EA : Endosphére A. Halimus
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Tous les isolats n’utilisent pas de I’indole et ne produisent pas de I’acide sulfurique. Le reste
des caractéres sont résumés dans les tableaux 11, 12 et 13. La souche de référence

(Pseudomonas fluorescens CHAO) subit les mémes tests.

Tab.11 : Caractéres biochimiques des souches isolées a partir du sol fertile et de la

souche de référence P. fluorescens CHAO

Souche SF2 SF4 SF5 SF7 SF8 SF9 SF12 SF13 SF14 CHAO

Test

Fluorescence + + + + + + + + + +
sur King B

Fluorescence - + ++ + - + - - - -
sur King A

Croissance a - - + + + + + - + -
42°C

Croissance a | + + - + - - - + - +
4°C

Gélatinase - - + + - - - + + +
Mannitol - + - + + - + + - +
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Tab. 12 : Caractéres biochimiques des souches isolées a partir de la rhizosphere du blé.

Souche RBl RB2 RB3 RB4 RB5 RB8 RB9 RB10 RB11 RB13 RB14
Test
Fluorescence + + + + + + + + + + +
sur King B
Fluorescence ++ - - - - R . ++ _ R +
sur King A
Croissance a + + + - - + - - + - -
42°C
Croissance a - + + + + + + - + + +
4°C
Gélatinase - - - - - + + + - + +
Mannitol + + - + + - - + - + +

Tab. 13 : Caracteres biochimiques des souches isolées a partir du milieu salin.

Souche SK1 SK2 SK3 RH1 RH2 EHK1 EHK3 EHK4
Test

Fluorescence

sur King B + + + + + + + +

Fluorescence

sur King A - - - - + + - +

Croissance a

42°C + + + + + + + +

Croissance a

4°C - - - - - - - -
Gélatinase + + + + - - + +
Mannitol + + - - + - - -

S :sol ; RH : Rhizosphere halophyte ; EH : endosphére halophyte; K: souche isolée a partir du milieu
King B
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3- Discussion

3-1 Analyse physico-chimique du sol

Plusieurs facteurs influencent la croissance et I’activité des populations bactériennes
dans le sol. Il s’agit essentiellement de la température, de I’humidité, de la taille des pores des
particules du sol, de la qualité, de la disponibilité des nutriments et des types de stress (Girvan
et al., 2003). Dans cette étude 2 facteurs essentiels ont été déterminés en premier lieu : le pH
et la salinité.

Les valeurs du pH du sol El Ouricia et du sol de sebkhat étant de 7,25 et 7.30,

respectivement, conviennent a la croissance bactérienne. En effet, le pH du sol est un facteur
déterminant pour la structure, la diversité et la sélection de communautés bactériennes
(Lauber et al., 2009 ; Chen et al., 2015). Selon Maier et Pepper (2000), un optimum pour la
croissance et 1’activité métabolique des bactéries telluriques se situe en géneéral entre 6 et 8 ;
P. aeruginosa, par exemple possede un pH optimum allant de 6-7. Le pH des échantillons
étudiés est conforme a celui de la plupart des sols agricoles, généralement situé entre 4 et 8,5
(Coyne, 1999).
La présence de sel dans le milieu est une entrave importante a la croissance bactérienne. Le
sol d’El Ouricia, avec une CE de 486 uS/cm, est considéré comme non salin, en revanche, le
prélévement ayant lieu pres de la Sebkhat, avec une CE de 4,09 mS/ cm, est donc légérement
salin. En effet, selon les normes de Abrol et al. (1988) adoptées par la FAO, et selon les
recherches de Bui (2013), un sol ayant un CE > 4 dSm™ (~36 mM NaCl) est considéré comme
salin, tout en sachant que 1 mS/cm = 1 dS/ m= 1000 puS/ cm (Abrol et al., 1988). Selon Le
Houérou (1993), un sol est considéré comme salin si la concentration minimale en NaCl est
de 100 mM (5,84g/ ).

Le taux de matiére organique reflete la richesse du sol en éléments nécessaires a
I’activité biologique des microorganismes. Ce taux est de 0,84% dans le sol El-Ouricia et est
tres faible dans le sol salin: 0,63%. Les 2 sols peuvent é&tre considérés comme pauvres en
matieres organiques, selon les normes fixant un taux < 2%, attribué aux sols déficitaires
(Roussel et al., 2001). La MO du sol est un élément incontournable dans 1’écosystéme
tellurique au travers de ses différents rdles tant physiques (structure du sol) que chimiques
(nutrition mineérale des cultures) et biologiques (activité biologique du sol) ; ¢’est le substrat
énergétique des organismes hétérotrophes du sol, dont les microorganismes (Balesdent, 1996).
Selon le méme auteur, la variété des composés organiques présents dans le sol favorise une

grande diversité des organismes et des potentiels de biodégradation.
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En conclusion, I’environnement physique du sol, la distribution de ses particules et sa
typologie exercent un effet déterminant sur la structure de la communauté microbienne
(Girvan et al., 2003). Fait confirmé par Sessitsch (2001), qui, en examinant  I’impact
d’engrais, a long terme, sur les microorganismes, a remarqué que la diversité microbienne

dépendait, beaucoup plus, des fractions particulaires du sol que des pratiques organiques.

3-2 Dénombrement de la flore totale

La méthode classique de dénombrement sur milieu solide a été adoptée dans le but
ultime d’évaluer approximativement la charge bactérienne des différents échantillons testés.
Cette méthode a permis de conclure une richesse trés significative (P < 0.001) du sol
rhizosphérique du blé par rapport aux autres échantillons, soit en estimant la flore totale
bactérienne ou les Pseudomonas fluorescents, quel que soit le milieu utilisé. La rhizosphere
de A. halimus est plus chargée que le sol sans végétation, la différence étant trés significative
(P < 0.001). Ces constatations sont confirmées par le calcul du rapport R/S, exprimant de
facon incontestable 1’effet rhizosphérique, s’exergant particuliérement vis-a-vis des bactéries
(Davet, 1996). Ce rapport, de 10,37 dans le cas du sol fertile et de 15,45 dans celui du sol
salin, est supérieur a 1 et concorde avec les valeurs citées dans la littérature. Elles fluctuent
entre 10 et 100 et peuvent méme atteindre 10% (Martin, 1978 ; Davet, 1996). Le rapport R/S
calculé a partir de la rhizosphére de blé et du sol non rhizosphérique est faible par rapport a la
valeur (23) obtenue par Gray et Williams (1971) avec des échantillons semblables. Cette
différence serait due au fait que la structure des communautés microbiennes dépend
essentiellement de la composition des exsudats racinaires (Yang et Crowley, 2000), de 1’age
de la plante, du type de racines et de la composition du sol (Chiarini et al, 1998).
Le rapport enregistré avec 1’échantillon salé serait la conséquence de la forte adhérence des
bactéries aux racines de A. halimus afin de profiter des exsudats essentiellement riches en
molécules osmprotectrices. Selon (Miller et al., 1989), les exsudats racinaires jouent un réle
déterminant dans la stimulation selective des bactéries. Cependant, des études récentes (Wu et
al., 2000) attestent de I’existence de molécules allolépathiques en grandes quantités dans les
exsudats racinaires du blé, tels que les composés phénoliques et les acides hydroxamiques.
Ces derniéres molécules sont synthétisées par le blé dés la germination et libérées via les
racines tout en diminuant avec 1’age. Elles peuvent inhiber un certain nombre de champignons
et bactéries phytopathogénes ou non (S. aureus, E. coli) (Bravo et al., 1997). Ce phénoméne

aurait participé a la chute de I’effet rhizosphérique observé avec 1’échantillon du sol fertile.
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Le sol abrite une grande variété de microorganismes. Les bactéries sont spécialement

présentes en quantité tres élevees par rapport aux autres microorganismes (Gray et Williams,
1971). Dans la portion de surface de sol fertile non rhizosphériqgue (SNR) étudié, le
dénombrement a atteint 2,77. 10° UFC/ g de sol sec, ce qui est un peu faible par comparaison
aux résultats rapportés par d’autres auteurs : 5,3.10" (Gray et Williams, 1971), ou 10" & 10°
(Maier et Pepper, 2000). Sur le méme milieu CSEA, Olsen et Bakken (1987) ont dénombré
2,8.10° UFC/g. Cette différence résiderait dans la qualité des sols testés. En effet, les sols
analyses par ces chercheurs sont plus riches en matiére organique (3 %) que le sol local
(0,84%).
La séparation des bactéries adhérentes au sol est une étape critique dans 1’isolement et le
dénombrement. Selon Maier et Pepper (2000), la libération incomplete des bactéries a partir
des particules de sol au cours de I’extraction ou leur mauvaise séparation durant 1’étape de
dilution sont parmi les causes de la faible récupération de la flore tellurique. La procédure
d’extraction suivie au cours de la présente étude n’a slirement pas permis une bonne
récupération des bacteéries.

Le nombre de colonies bactériennes isolées a partir du milieu salin est faible par
rapport & celui de colonies isolées du milieu fertile. Ce nombre (1,1.10° UFC/g) est en
corrélation avec celui trouvé par Ragab (1993). Ce dernier a noté une corrélation négative
entre le nombre de la flore totale et la concentration des sels solubles dans les sols salés mais
cette corrélation est positive avec le taux de matiere organique. Les numérations effectuées
par le méme auteur, atteignent 0,5.10° bactéries/g quand la concentration en sel est voisine de
8%. Dans notre cas, le sol salé prélevé était de nature friable, les particules séparées n’offrent
pas un habitat convenable aux bactéries.

Dans cette étude, les bactéries endophytes du blé et de I’halophyte sont en nombre limité par
rapport & celui des bactéries du sol et de la rhizosphére (1,8.10° et 2,5.10°UFC/g de poids
frais, respectivement). La communauté bactérienne endophyte peut varier qualitativement et
quantitativement selon 1’espeéce de la plante et ses divers stades de croissance (Hallmann et
al., 1997). Gagné et collaborateurs (1987), ont pu compter 6.10° UFC /g de xyléme de luzerne
alors que dans les plantules de pins, 10° UFC/ g de tissu racinaire ont été isolées (Shishido et
al., 1995). Seulement 10% de la population bactérienne de Alcaligenes faecalis se trouvant a
la surface racinaire du riz pénétrent le tissu, selon You et Zhou (1995).

En outre, les facteurs biotiques et abiotiques influencent les communautés bactériennes
endophytes (Hallman et al., 1997). Ces facteurs induisent une cascade de réactions conduisant
a la synthese de plusieurs enzymes, protéines et quelques fois des métabolites et des signaux
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de stress, ce qui peut créer un environnement hostile pour les bactéries, expliquant ainsi la

faible diversité des espéces trouvées dans les plantes stressees (Sessitch et al.,2002).

3- 3 Dénombrement des Pseudomonas fluorescents spp.

Les Pseudomonas spp fluorescents récupérés sur milieux sélectifs S; et King B

représentent un taux trés faible par rapport a la flore totale isolée sur CSEA quel que soit
I’échantillon testé. Ces taux sont extrémement faibles en comparaison avec ceux rapportés
par Iswandi et collaborateurs (1987): 23% de la population bactérienne totale sont obtenus
avec la rhizosphere du blé, 32,9 et 58,9 % avec celle du mais et de I’orge, respectivement.
Sur milieu Sy, le groupe des Pseudomonas constitue moins de 0,5% de la flore bactérienne
totale, ce taux baisse fortement dans la rhizoplane et I’endosphére (Miller et al., 1990). Ces
résultats, indiquant une présence faible du groupe des pseudomonads fluorescents dans les
différents échantillons, pourraient étre liés a la sélectivité relative des milieux utilisés,
specialement le milieu S; (Miller et al., 1990). Le nombre serait fortement reli¢ a 1’age de la
plante. Dans la rhizosphére du blé, par exemple, il chute considérablement au cours de la
croissance végétale (Miller et al., 1990). Cependant, le calcul de ce pourcentage dépend
largement du milieu choisi pour I’isolement de la flore totale.
L’endosphére de 1’halophyte A. halimus constitue une exception «surprenante ». Le
pourcentage de Pseudomonas fluorescents spp. ayant pu traverser la barriére pariétale de la
plante est de 18 et 21,2 sur milieu King B et Sy, respectivement. En effet, ce genre figure
parmi les bactéries endophytes présentes dans plusieurs espéces végétales (Hallmann et al.,
1997 ; Sessitch et al.,2002). Sa présence était confirmé dans I’endosphére de 1’halophyte
Prosopis strombulifera ou il représente 44,5% des isolats a Gram™ (Veronica et al., 2009). Ces
bactéries endophytes augmenteraient la résistance aux différentes contraintes abiotiques dont
le stress osmotique (Sziderics et al., 2007).

Le milieu S; utilisé pour I’isolement des Pseudomonas fluorescents est trés sélectif ; le
saccharose et le glycérol qu’il contient provoquent un stress osmotique sélectif pour les
Pseudomonas spp fluorescents. Du fait de sa composition spéciale, ce milieu (S;) permet la
récupération de 82,5% des phénotypes fluorescents a partir du sol (Gould et al., 1985).

Le milieu King B favorise la croissance d’autres bactéries a Gram™ spécialement les
entérobactéries. La non sélectivité du King B est bien connue ; quelques bactéries isolées sur
ce milieu peuvent donner des réactions fluorescentes faiblement définies et plusieurs bactéries

a Gram’, sont fermentatives (Miller et al., 1990). Quel que soit I’échantillon testé au cours du
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présent travail, les numérations sur les 2 milieux fournissent des résultats similaires. De plus,

elles concordent avec celles obtenues par Miller et al. (1989).

3-4 Tests d’identification

Un nombre important de bactéries isolées sur milieu CSEA est constitué par des
bacilles & Gram™ sporulés. Selon les auteurs, le groupe de Bacillus représente parfois 7 & 67%
des isolats du sol (Coyne, 1999), ou 2-10% des bactéries cultivables (Maier et Pepper, 2000).
En se référant aux méthodes de biologie moléculaire, Garbeva et al. (2003) rapportent une
dominance allant jusqu’a 95% de bactéries & Gram®, présumées étre des Bacillus, isolées de
différents types de sol. Brons et Van Elsas (2008), en analysant un sol de prairie annoncent
que 76% a 86% des séquences appartenant au phylum des firmicutes sont des Bacillus. Dans
la rhizosphére de 1’orge, par exemple, les Bacillus sont majoritaires (Normander et Prosser,
2000). La sporulation de ce genre bactérien favorise la survie dans des environnements trés
divers et la résistance aux stress environnementaux.

Les formes mycéliennes & Gram® sont largement présentées et pourraient
appartenir aux actinomycetes. Ces derniers sont généralement les seconds groupes les plus
abondants dans les sols (Coyne, 1999 ; Duineveld et al., 2001). Ils constituent 10 a 50 % de la
population microbienne totale (10°a 10° propagules /g de sol) (Coyne, 1999). Dans un sol non
rhizosphérique, ils peuvent représenter 5 a 9 % des bactéries et 7% dans la rhizosphére du blé.
Leur nombre est 10 fois plus élevé que celui du groupe Pseudomonas (Miller et al., 1989). Ils
sont essentiellement isolés des sols arides et a pH élevé (Coyne, 1999 ; Hunter-Cevera et Belt,
1999 ; Maier et Pepper, 2000).

L’identification des isolats récupérés des milieux sélectifs King B et S; sur la base de
leur fluorescence a mené a 1’élimination d’un bon nombre de bactéries manifestant une
coloration de Gram®. Seuls les isolats présentant un nombre satisfaisant de critéres conformes
avec ceux décrits dans le Bergey’s (Bergey’s manual of determinative bacteriolgy, 9°™

édition) sont maintenus pour des tests ultérieurs.

4- Conclusion

Les techniques classiques de dénombrement adoptées dans cette étude permettent de
récupérer seulement une petite proportion des populations bacteriennes a partir du sol ou de la
rhizosphére (Smalla et al., 2001). Elles mettent en évidence les bactéries cultivables (0,1 a
10% des bactéries présentes dans la rhizosphere, par exemple) (Duineveld et al., 2001). De

plus, les organismes viables peuvent devenir non cultivables a cause du stress qui leur est
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imposé au cours de 1’extraction et les processus de dilution (Josephson et al., 2000). Enfin, la
perte de la capacité de former des colonies est un artefact expérimental causé par I’exposition
des bactéries a un stress oxydatif sur les boites (Mascher et al., 2002).

Le choix du milieu pour le dénombrement est crucial pour la détermination du résultat (Olsen
et Bakken, 1987). Aucun milieu simple n’est convenable pour une sélection de toutes les
bactéries du sol (Miller et al., 1990 ; Josephson et al., 2000). De plus, I’incorporation
d’extraits naturels et de paramétres biophysiques environnementaux dans le milieu (extrait du
sol) et le diluant ayant servi dans 1’étalement de 1’échantillon (tampon phosphate) peuvent
affecter le nombre et la diversité des bactéries isolées au laboratoire (Hunter- Cevera et Belt,
1999).

La température d’incubation choisie permet une croissance sélective d’un groupe bien
déterminé de bactéries (telluriques ou endophytiques). L’incubation a des basses
températures, par exemple, favorise la récupération des bactéries a croissance lente (Miller et
al., 1990).

Tous les inconvénients des méthodes classiques de dénombrement sur milieu solide
sont évités par I’analyse de I’ADN directement extrait de la rhizosphére ou du sol (Smalla et
al., 2001) ou par les méthodes microscopiques actuellement recommandées (Bakken et Olsen,
1987).
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Chapitre I

Activités promotrices de la croissance végéetale (PGPR)

Le choix d’une ou plusieurs souches pouvant servir d’inocula aux semences de blé en
vue de I’amélioration de la croissance, impose des tests préliminaires des activités PGPR. Ces
tests sont réalisés en triplicata sur des isolats des sols : fertile et salin, de la rhizosphére du blé
et de I’endosphére de ’halophyte et sur une souche de référence : Pseudomonas fluorescens
CHADO. Celle-ci fut isolée pour la premiére fois de la rhizosphére de tabac située dans un sol
résistant a la maladie de la pourriture des racines en Suisse (Keel et Défago, 1997). Elle nous
a été aimablement fournie par le Professeur Défago (Institute of plant sciences, Zirich,

Zwitzerland).

1- Matériel et méthodes

1-1 Pouvoir phytostimulant : production de I’acide indole acétique (AIA)

Un volume de 100 ul de chaque isolat est cultivé sur 10 ml du milieu liquide L.B
additionné de tryptophane (5 g/ 1). Aprés incubation (48 h / 30°C), les solutions bactériennes
sont centrifugées (5000 rpm/20 mn). L’estimation de la quantité d’AIA dans le surnageant est
réalisée par dosage colorimétrique (Lopper et Schroth, 1968). Un volume de 1 ml de chaque
surnageant est mélangé a 2 ml de la solution de Salkowski (annexe 8). L’apparition d’une
couleur rouge indique la présence d’AIA (Gordon et Weber, 1951). La densité optique est
mesurée a 530 nm aprés une durée d’incubation de 30 mn (T° ambiante, obscurité). La
quantité d’AIA est alors déduite a partir de la courbe d’étalonnage réalisée avec une solution

standard d’AIA (Fluka).

1-2 Pouvoir biofertilisant
1-2-1 Production de sidérophores
a- Sur milieu solide

La production de sidérophores par les isolats est mise en évidence sur I’Agar au Chrome
Azurol (CAS) (Schwyn et Neilands, 1987) (Annexe 9). Pour ce faire, le milieu King B est
ensemencé en spots de 5 ul d’une culture fraiche de chaque isolat. Aprés incubation (28°C/
24h), le milieu est recouvert de 15 ml de la gélose au CAS (a 45°C). Aprés quelques heures de
contact, les bactéries ¢laborant des sidérophores forment un halo orange sur le milieu bleu-

vert (Schwyn et Neilands, 1987 ; Sahu et Sindhu, 2011). Le diamétre de I’halo de production
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de siderophores est évalué en soustrayant le diamétre de la colonie du diametre total (halo+
colonie).

b- Sur milieu liquide

L’analyse qualitative est effectuée selon la méthode décrite par Payne (1994) sur
milieu liquide a I’acide succinique (Succinic Medium : SM) (Annexe 10) (Meyer et Abdallah,
1978) inoculé avec 100 ul d’une culture de chaque bactérie et incubé (30°C/ 48 h). Apres
centrifugation des cultures (5000 rpm/ 20 mn), 500 pl de chaque surnageant sont additionnés
de 500 pl de la solution CAS et incubés (30 mn, T° ambiante et a I’obscurité). La couleur
change du bleu vers I’orange selon le taux de production des sidérophores. La densité optique
du complexe formé est mesurée a 630 nm contre un blanc contenant 0,5 ml de milieu non
inoculé additionné de 0,5 ml de la solution CAS. Le taux de sidérophores élaboré est exprimé

en pourcentage selon la formule proposée par Pal et Gorkane (2010) :

Ar—As
r

% unités sidérophores = x 100.

Ou : Ar est I’absorbance du blanc 4 630 nm

As est I’absorbance de 1’échantillon a 6300 nm.

1-2-2 Solubilisation des phosphates

La capacité des isolats a solubiliser le phosphate inorganique tricalcique [Caz(POa)2]
est testée sur milieu NBRIP (National Botanical Research Institut’s Phosphate) (Annexe 11)
selon la méthode de Nautiyal (1999). Etant donné que certains microorganismes peuvent
solubiliser le phosphore en milieu liquide, mais non sur milieu solide, les deux milieux sont

par conséquent utilisés (Nautiyal, 1999).

a- Sur milieu solide
Un spot de 5 pl de chaque suspension bactérienne est déposé sur le milieu NBRIP. Le
diamétre total (diametre du halo de solubilisation du phosphate + diamétre de la colonie) pour
chaque souche est mesuré apres une d'incubation (28°C/ 10 j). Le diametre de ’halo de

solubilisation est calculé en soustrayant le diametre des colonies du diametre total.

b- Sur milieu liquide
Une estimation quantitative de la solubilisation des phosphates sur milieu liquide est
réalisée. 10 ml du milieu liquide NBRIP sont inoculés avec 100 pl d’une culture fraiche de

chaque isolat. Les cultures ainsi preparées sont incubées (28°C/ 10 j) sous agitation puis
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récupérées par centrifugation (1000 rpm/ 20 mn). Le phosphate présent dans le surnageant est
alors estimé par la méthode colorimétrique de Olsen et Sommers (1982). 1 ml du surnageant
est additionné de 10 ml de molybdate d’ammonium [(NH4),M004] (12 mM) et de 1ml de
chlorure d’étain (SnCly) (5 mM). Enfin, le volume est ajusté a 50 ml avec de ’eau distillée.
L’absorbance du composé bleu obtenu est mesurée a 620 nm, exprimant ainsi la concentration
du phosphate soluble (pentaphosphate : P,Os) dans I’échantillon. Une courbe d’étalonnage est
réalisée avec une solution de KH,PQO, (Sigma).

1-2-3 Production d’ammoniac

La production d’ammoniac (NH3) est mise en évidence qualitativement selon la
méthode de Capuccino et Sherman (1992). 100 ul de chaque isolat sont mis en culture dans
des tubes contenant 10 ml d’eau peptonée. Apres incubation (30°C/ 96 h), 500 ul de réactif de
Nessler (Fluka) sont ajoutés. La production d’ammoniac est alors révélée par I’apparition

d’une couleur jaune ou orange.

1- 3 Role de biocontontrole

Les bactéries promotrices de la croissance végétale contribuent efficacement a I’amélioration
de la santé des plantes par divers mécanismes telles que la production d’antibiotiques ou
d’acide cyanhydrique, ou par compétition avec les phytopatogénes pour I’espace ou les

nutriments.

1-3-1 Production d’acide cyanhydrique

La méthode décrite par Castric (1975) modifiée par Bakker et Shippers (1987) est
adoptée afin d’évaluer la capacité des souches de Pseudomonas fluorescents a produire de
I’acide cyanhydrique (HCN). Les cultures bactériennes sont ensemencées sur gélose
Trypticase soja (Fluka) (Annexe 13) additionnée de glycine a raison de 4,4 g/l. Sur le
couvercle de chaque boite de Pétri ensemencée, un disque de papier Whatman (9 cm de
diamétre), préalablement immergé dans une solution contenant 2% de carbonate de sodium
(Na,CO3) et 5% d’acide picrique, est déposé. Les boites sont alors scellées avec du papier
Parafilm et incubées (28°C/ 4 j), le suivi de changement de la couleur étant effectué
quotidiennement. En effet, le virage de la couleur du papier vers le jaune a I’orange atteste

d’un dégagement d’HCN volatile par les souches testées.
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1-3-2 Activité antifongique

Les isolats sont testés pour leur pouvoir antagoniste vis-a-vis de 2 champignons :
Fusarium oxysporum et Alternaria alternata, is0lés par 1’équipe de phytopathologie du
Laboratoire de Microbiologie Appliquée (Université de Sétif). Un cylindre de 3 mm de
diametre de la culture fraiche (6 jours) de chaque champignon est prélevé et déposé au centre
de la boite de Pétri contenant le milieu Potato Dextrose Agar (PDA) (Annexe 12)
préalablement inoculée en spots avec 5 pl de la culture bactérienne a tester (& une distance
approximative de 3 cm de la souche fongique). Le témoin étant inoculé avec le champignon
seul. Apres incubation des boites inoculées a 25°C ou 28°C (selon la température optimale de
croissance de chaque espece fongique) pendant 10 jours, le pourcentage d’inhibition est
calculé selon la formule établie par Kumar et al., (2002) :

I=[(T-C)/T] x 100.
Ou: | : pourcentage d’inhibition du champignon (%)
T : diametre moyen du mycélium (mm)

C : diametre moyen du mycélium dans les boites inoculées par les bactéries.

1-3-3 Hydrolyse de la caséine

La présence d’une protéase dégradant la caséine est testée. Ainsi, la gélose nutritive
stérile en surinfusion est additionnée de lait écréme stérile & 50% (V/V) (Marchal et al.,
1982). Aprés inoculation des milieux a 1’aide d’un spot de chaque isolat et incubation (28°C/
48 h), les zones de précipitation de la caséine autour des colonies sont considérées comme la

onséquence d’une activité hydrolytique des souches et sont alors mésurées (Allu ef al., 2014).

1-4 Analyses statistiques des données

Les données relatives a la production d’AIA, de sidérophores, a la solubilisation des
phosphates et a 1’activité antifongique sont ensuite soumises a une analyse de la variance par
les procédures de One- way ANOVA (test de Turkey) a une valeur de P < 0,05 en utilisant le
logiciel GraphPad Prism version 5.00 (GraphPad Software, San Diego California USA).

1-5 Identification moléculaires des isolats

Cette étape cruciale du travail a concerné seulement les souches présentant des
activités importantes et une grande similitude avec les espéces fluorescents de Pseudomonas
décrites par le Bergey’s (1984). Il s’agit de 4 isolats : 3 de la rhizosphere de blé et 1 de
I’endosphére de ’halophyte A. halimus.
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L’identification génétique est conduite au Laboratoire de Microbiologie et Molécules
Bioactives, Université EI-Manar Tunis-Tunisie. Avant toute manipulation, les isolats sont
purifiés sur milieu LB. Les cultures pures et jeunes feront 1’objet des étapes d’identification

moléculaire suivantes.

1-5-1 Extraction de I’ADN génomique

L’extraction et la purification des acides nucléiques sont les premicres étapes dans la
plupart des études de biologie moléculaire L’objectif des méthodes d’extraction est
I’obtention d’acides nucléiques purifiés servant de matrices a amplifier. Les méthodes
d’extraction font appel a trois étapes : une lyse par un détergent, une incubation avec une
protéase et enfin une précipitation des acides nucléiques (Meade et al., 1982).
La méthode d’extraction et de purification au Cétyltriméthylammonium Bromure (CTAB) fut
élaborée pour la premiére fois par Murray et Thompson en 1980. Le protocole a été publié
ultérieurement par Wagner et ses collegues en 1987. En effet, le détergent ionique CATB lyse
les cellules et forme un complexe insoluble avec les acides nucléiques dans un milieu a faible
teneur en sels. Les polysaccharides, les composés phénoliques et les autres contaminants
restent alors dans le liquide surnageant et peuvent étre, par conséquent, lavés. Le complexe
d’ADN est solubilisé en augmentant la concentration en sels puis précipité avec de 1’éthanol

ou de I’isopropanol.

a- Lyse de la membrane

La premiere étape de 1’extraction d’ADN est la rupture de la cellule et de la membrane
nucléaire. Pour cela, ’échantillon est trait¢é en premier lieu avec un tampon d’extraction
contenant de ’EDTA, du Tris/HCI et du CTAB
Quelques colonies de cultures bactériennes jeunes et pures sont solubilisées dans 740 pl de
tampon Tris-EDTA (TE) (10 mM de Tris-HCl et 1 Mm EDTA-Na;; pH 8). La biomasse est
alors traitee, apres homogeénéisation, avec 20 pl de lysosme (100 mg/ml) puis incubée a 5 mn
a température ambiante. La préparation est alors additionnée de 40 pl de SDS (10%) et 8 pl
de protéinase K (10 mg/ml) puis réincubée (37°C/ 1 h). Un volume de 100 pl de NaCl (5 M)
est ajouté, I’ensemble est homogénéisé par une forte agitation. Apres addition du CTAB (10%

CTAB dans 0,7 M NacCl) la préparation est incubee (65°C/ 10 mn).
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b- Extraction
Cette phase vise la séparation des polysaccharides (PS), des composés phénoliques,
des protéines dénaturées et des lysats cellulaires (dissous dans la solution aqueuse) du
complexe acide nucléique/ CTAB. Les protéines dénaturees et les PS sont eliminés par des
extractions respectives au chloroforme/ alcool isoamylique (24V/ 1V) et au
phénol/chloroforme/ alcool isoamylique (25/ 24/ 1 vol/ vol). Une centrifugation (13000 rpm,
10 mn, T° ambiante) sépare 2 phases : aqueuse et organique. Ainsi, le complexe d’acide

nucléique, se trouvant dans la partie aqueuse, est purifié.

c- Précipitation
Durant cette étape finale, I’acide nucléique est libéré du détergent par précipitation ; le
détergent etant élué puisque soluble dans de 1’alcool. Pour cela, la phase aqueuse est
additionnée de 0,6 de son volume par de I’isopropanol (-20 °C) puis incubée a température
ambiante pendant 30 mn. Apres centrifugation (13000 rpm /30 mn, le précipité d’ADN est
lavé avec une solution d’éthanol (70%) en vue d’une élution supplémentaire des sels résiduels
puis recentrifugé pendant 5 mn et enfin séché.

Le culot séché est récupéré dans 20 ul de la solution TE et conservé a -20°C.

1-5-2 Quantification de I’ADN

Le matériel génétique peut étre quantifié, sa qualité et sa pureté peuvent étre estimées
en déterminant la quantité de rayons UV absorbés par les bases azotées. 1ul de chaque
surnageant est déposé¢ dans une cellule d’un spectrophotometre UV (Nanodrop Thermo
Scientific Applied Biosystems), la lecture est réalisée par un balayage de 230 a 280 nm. La
concentration d’acides nucléiques est généralement déterminée a 260 nm. L’absorption a 230
nm refléte la contamination de I’échantillon par des substances telles que les hydrates de
carbone, les peptides, les phénols ou les composés aromatiques. L’interférence par des
contaminants se reconnait par calcul d’un ratio : 260/230. Dans le cas d’échantillons purs, ce
ratio est voisin de 2,2. Tout en sachant que les protéines absorbent a 280 nm, le ratio
A260/A280 servira a estimer la pureté de I’acide nucl€ique. L’ADN pur devrait avoir un ratio

d’environ 1,8.
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1-5-3 Amplification de ’ADN par PCR

La quantité d’ADN récupérée lors de I’extraction est trop faible pour étre considérée
comme un échantillonnage représentatif. Afin de comparer ou d’étudier I’ADN extrait, celui-
ci doit étre amplifié par la réaction de polymérisation en chaine (PCR) mise au point par
Mullis et collaborateurs en 1986 (Huybens et al., 2009). L’amplification s’effectue sur un
fragment d’ADN a partir de 2 amorces oligonucléotidiques s’appariant spécifiquement aux

extrémités des deux brins complémentaires qui délimitent la partie d’ADN a amplifier.

1-5-4 Amplification des séquences de I’ADN ribosomal nucléaire

Le gene 16S rDNA est de loin le plus employé dans I’étude de populations
bactériennes (Wang et al., 2007). Etant donné que cette sous-unité contient des régions
extrémement conservées codant pour des ARN ribosomiques (ARNTr) (Sriasta et Schlessinger,
1991), elle est généralement choisie pour I’amplification.
L'ADNr contient également des régions intergéniques. L’espace intergénique transcrit
(Internally Transcribed Spacer ou ITS) est considéré comme conservé au niveau intra-
spécifique et variable entre especes. Il représente donc un bon marqueur pour la détection des
espéces. L’amplification des séquences ITS a requis I’utilisation de 2 amorces universelles
(Wheeler et al., 1996) (Tab. 14).

Les amplifications par PCR ont été effectuées sur un thermocycleur automatique
« Gene Amp PCR System 9700 (Applied Biosystem) » dans un volume final de 25 pl. Pour
amplifier un échantillon d’ADN de 5 pl, la composition du mélange réactionnel est reportée
dans le tableau 15. Pour amplifier I’ADN, 35 cycles sont réalisés suivant les étapes résumées
dans le tableau 16.
Pour le contrdle, un témoin négatif (mélange réactionnel sans ADN) et un témoin positif
(ADN d’une souche de référence amplifiée selon le méme protocole) sont utilisés dans les

mémes conditions.

1-5-5 Visualisation de ’ADN par électrophorése sur gel d’agarose

L’¢électrophorese permet de séparer des particules en fonction de leur charge électrique
et de leur taille. Les molécules d’ADN chargées négativement sont attirées vers 1’anode a
travers un reseau solide non mobile (gel en agarose) (Huybens et al., 2009). Ce reéseau retient
les molécules en fonction de leur taille, les plus petites gagnant plus rapidement 1’anode que
les grandes. Plus le réseau est dense, mieux les molécules de petites tailles seront séparées
(Ausubel et al., 1989).
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Tab. 14 : Séquences et positions des amorces utilisées.

ADN Amorces Séquences

bactérien

ITS 16S-23S S-DBact-1494-S 5’-GTCGTAACAAGGTAGTCACCCCC-3’
(Amorce F)

ITS 16S-23S S-D-Bact-0035-A  5’-CAAGGCATCCACCGT-3’
(Amorce R)

Tab. 15 : Composition du mélange réactionnel.

Constituants du  melange Amplification Volume (ul)
réactionnel

Tampon de 1’enzyme (100 10x 1
mM Tris/HCI, pH 8,3 ; 500

mM KCI)

MgCl, 25 mM 3
dNTP 25 mM 1
Amorce F 25 uM 1
Amorce R 25 uM 1
Taq polymerase 1U 0,25
Eau bi-distillée stérile g.s.p 25 pl

Tab. 16 : Programmes et cycles d’amplification des ITS — PCR

Dénaturation  dénaturation  Hybridation ~ Elongation ~ Elongation

initiale finale
Température 94 94 58 72 72
(°C)
Temps 5mn 45s 1mn 2 mn 7
Nombre de 1 25 25 25 1
cycles
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Les gels d’agarose permettent la séparation de fragments d’ADN relativement de
grandes tailles. Les molécules d’ADN chargées négativement sont soumises a un courant
électrique qui les fait migrer dans le gel. En fonction de la concentration de celui-ci en
agarose, certaines tailles de fragment seront mieux séparées que d’autres (Huybens et al.,
2009).

Les électrophoréses de visualisation des produits d’amplification par PCR sont menées
sur des gels d’agarose a 1,5 % (p/v) préparé dans le tampon Tris borate EDTA (TBE) 0,5X
(0,9 M de Tri base ; 0,9 M d’acide borique et 0,02 M d’EDTA-Na; ; pH= 8). La migration est
menée pendant 35 mn a 85 volts. Apreés récupération de la plaque, les bandes sont visualisées

sous UV suite a une coloration dans un bain de bromure d’éthidium (1 pg/ ml).

1-5-6- Séquencage

La méthode de Sanger (1977) suivie pour le séquengage des fragments d’ADNr est un
moyen de déterminer l'ordre des quatre nucléotides dans un brin d'ADN. Elle repose sur
’utilisation de I’ADN polymérase 1 (dépourvue d’activités exonucléasiques 5'—= 3> et 3’
— 5’), d’un oligonucléotide complémentaire de la partie d’ADN a identifier (amorce), d’un
mélange de dNTP et de ddNTP (di-désox-yribonucléoside triphosphate) marqués au Big -Dye
3.1 et dont I’'incorporation arréte I’élongation. Le mélange réactionnel contient respectivement
et dans I’ordre les éléments tels décrits dans le tableau 17. Une fois préparé, il est transféré
dans une plaque de réaction soumise au séquencage selon les conditions citées dans le tableau
18. Apres refroidissement a 4°C, I’ADN obtenu est précipité par un mélange d’éthanol (96%)
et I’acétate de sodium (5M), séché et récupéré dans 10 pl du formamide ultra-pure. Les
fragments d’ADN sont résolus par électrophorése capillaire « ABI Prism™ 3130 » et analysés

avec le programme « Sequencing Analysis abi 5.3.1 ».
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Tab. 17 : Composition du mélange réactionnel pour le séquencage

Constituants du mélange réactionnel Quantité en pl
1. Big —Dye (Ampli tag DNA polymérase FS + 1,5
ddNTP)

2. Tampon de réaction 2,5X (200 mM Tris HCL ; 1

pH 9, 5 mM MgCl,)

3. Amorce S-D-bact-0008-S (25 uM) 2

4. ADN matrice 5

5. Eau ultrapure gsp 20 pl

Tab. 18 : Cycles de dénaturation-hybridation-élongation lors du séquencage

Dénaturation Dénaturation Hybridation Elongation
initiale
Température (°C) 96 96 50 60
Temps 1mn 10s 5s 4 mn
Nombre de cycles 1 25 25

1-5-7 Traitement des résultats

L’identification des souches est effectu¢e a I’aide du programme BLASTn apres
comparaison avec des souches de références déposées dans GenBank et disponibles dans la
base des données accessibles sur le site NCBI (National Center for Biotechnology

Information : http://blast.ncbi.nlm.nih.gov).

Les résultats sont alors exprimés en pourcentage de similitude de la souche a identifier avec
les espéces apparentées et sous la forme d'arbres phylogénétiques qui montrent la position
taxonomique de chaque isolat. Ces derniers sont obtenus par la méthode Neighbor-Joining
(Saito et Nei, 1987) en utilisant la version MEGA 4 (Tamura et al., 2007).

Les séquences de nucléotides obtenues sont soumises a la GenBank bénéficiant ainsi de

numéros d’accession.

2- Résultats
2-1 Production d’AIA

La mise en évidence de la production d’AIA est réalisée sur milieu LB + tryptophane. Les

souches testées élaborent de I’AIA (Fig. 20), mais a des taux variables. La plus grande
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quantité appartient a la souche de référence P. fluorescens CHAO : 88,37 pg/ml. L’analyse de
la variance confirme cette observation, marquant une différence tres significative (P < 0,01)
entre la quantité produite par cette souche et tous les autres isolats quelle que soit leur
provenance. La souche locale RB9 semble de loin étre la plus performante avec une valeur de
58,63 pg/ ml. Cependant 1’analyse de la variance révele une différence non significative avec
les isolats SF7, SF9, SF12 et RB10. Les composants de I’écosysteme salin analysés
fournissent des souches faiblement productrices. En effet, les quantités d’AIA élaborées par
les isolats du sol sont compris entre 25 et 30,98 pg/ ml, ceux des isolats de la rhizosphére de
A. halimus sont de 32 g/ ml. Les endophytes produisent 28,79 a 36,88 g / ml. Toutes ces
valeurs ne présentent aucune différence significative apreés analyse de la variance.

Il est a remarquer, enfin, que les isolats appartenant aux composants de 1’écosystéme fertile

sont plus actifs quant a la synthése de I’AIA que ceux de 1’écosystéme salin.
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Fig. 20 : Production d’AIA par les Pseudomonas fluorescents spp.

SF : sol fertile ; RB : rhizosphére du blé ; SK: Sol salin isolé sur King B ; RH : rhizosphére de I’halophyte ; EHK :
endosphere de I’halophyte (King B)

2-2 Production de sidérophores

Toutes les souches de Pseudomonas fluorescents testees produisent des siderophores,
sur le milieu solide CAS comme [I’atteste 1’apparition d’un halo orange autour des colonies.
Son diametre différe d’une souche a une autre, il est maximal avec P. fluorescens RB13 et P.
aeruginosa EH4 (20 mm et 19 mm) respectivement, suivi de P. aeruginosa RB5 (16 mm). P.
putida AF2 et P. fluorescens CHAO donnent un halo de méme valeur (12 mm).
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Le milieu liquide permet une évaluation précise du taux de sidérophores produit par les

bactéries. Aprés incubation du milieu liquide SM (T°® ambiante, obscurité/ 30 mn), la couleur

du complexe surnageant bactérien- solution CAS vire du bleu a I’orange selon le taux de

sidérophores produit par chaque souche. Les résultats obtenus (Fig. 21) permettent de classer

les isolats bactériens testés en 3 groupes :

Sidérophores (%)

Groupe produisant des taux relativement élevés ; 1’analyse de la variance montre une
différence non significative entre ses différents constituants. Les taux de production
sont compris entre 43 et 51%, assurés entre autres par RB4, RB9 et RB14. Les
souches extraites de I’endosphére de A. halimus font partie également de ce groupe
avec 45 a 46 % de sidérophores.

Groupe moyennement producteur, dont le taux de synthese se situe entre 35% (avec
une différence tres significative : P < 0.001 avec le ler groupe) et 42% (présentant une
différence significative : P < 0.01). Dans ce groupe, se trouve une souche isolée du sol
salin (SK1) et d’autres de la rhizosphere du blé, RB5, SF5 et RF9, par exemple.

Un dernier groupe, minime, est représenté par 1’isolat SK2, isolé de 1’endosphére de A.
halimus avec une production de 25 %.

60

40

20

£V 5T SN & cgcaé,:l«é.\

A E

ST A T @ BT S N e S T S ST T

LU

isolats

Fig. 21: Taux de production des sidérophores par les Pseudomonas fluorescents spp.
SF : sol fertile ; RB : rhizosphére du blé ; SK: Sol salin isolé sur King B ; RH : rhizosphere de 1’halophyte ; EHK :

endosphére de I’halophyte (King B).

2-3 Solubilisation des phosphates

Les souches suspectées étre des Pseudomonas fluorescents spp. ainsi que la souche de

référence P. fluorescens CHAO sont testées pour leur pouvoir de solubiliser le phosphate
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inorganique sur milieu solide NBRIP solide contenant du phosphate tricalcique Cas(PO,)2
comme seule source de phosphore. Aprés incubation (28°C/ 10 jours), la majorité a produit
une zone claire autour de leurs colonies, traduisant ainsi une solubilisation de [Cas (PO4),].
Le diametre, variable selon 1’espéce, atteint un maximum de 20 mm noté chez RB1, SF2 et
SF5. Les autres souches manifestent une solubilisation modérée avec un diametre allant de 10
a 14 mm. Une solubilisation tres faible est notée avec les souches isolées de la rhizosphére, de
I’endophére de I’halophyte et de la souche de référence P. fluorescens CHAO
(Fig. 22). Cependant les isolats SF9, RB9 et EHK4 ne produisent aucun halo de solubilisation.
Le milieu NBRIP liquide permet une estimation de la quantité des phosphates
solubilisés (Fig. 23). Selon leur capacité de production, les isolats sont classés en 8 groupes
distincts indiqués par I’analyse de la variance :

- Le 1% solubilise de grandes quantités allant de 463,98 a 513.75 pg/ ml (SF8, SF9 et
RB10.

- Le 2°™est présenté par I’isolat SF4, ayant un pouvoir de solubilisation de 417,18 pg/
ml.

- Le 3™ est constitué de 2 bactéries solubilisant 313,07 (RB1) et 365 pg/ ml (SF5)

- Le 4°™ concerne RB11 aves une activité de 278,55 g/ ml.

- Le 5°™ groupe englobe un bon nombre d’isolats solubilisant des quantités comprises
entre 216,93 a 252,48 ug/ ml.

- Le 6" est formé d’isolats capables de solubiliser entre 145,25 et 186,12 g/ ml.

- Le 7*™ groupe est attribué & RB2 et & la souche de référence P. fluorescens CHAO,
avec une activité de minéralisation relativement faible : 108,45 et 110.29 pg/ ml,
respectivement.

- Le 8"™ est constitué des isolats & faible activité (17,81 a 58,60 ug/ ml) s’agissant
principalement des isolats du sol salin, de la rhizosphere et de 1’endosphere de
I’halophyte.

L’¢étude sur milieu liquide a permis également de relever une activité importante des
souches incapables de solubiliser les phosphates sur milieu solide (estimée par

I’absence d’halo).

75



25+

20+

Y
4]
L

10+

Diamétre (mm)

RUAI RN

R\

= Z 1 -
éﬁl’éb‘éﬁéﬂé%éqé"1;4’:%’\b‘é}é’mé’gqg’&d@mqg’ﬁdg’kqg’ﬁég’%qg’?&’“zg;\zgf;g?;ﬁ?@Qg‘;b)zs‘l’;“g‘sl‘z;z*}

isolats

il =

Fig. 22 : Diameétres de solubilisation des phosphates par les souches de Pseudomonas

fluorescents

500+

400

P (ngml)

200+

Y
R

S g
‘-..s 22 z S E
3 Eifs | SN E
ol EAHE N alll=HE = £ z =
e A = PO e e e e e e e e e e e e e e el

Isolats

Fig. 23 : Solubilisation des phosphates sur milieu NBRIP liquide par les souches de

Pseudomonas fluorescents
SF : sol fertile ; RB : rhizosphére du blé ; SK : Sol salin isolé sur King B ; RH : rhizosphére de I’halophyte ; EHK : Isolé a
partir de I’endosphére de 1’halophyte (King B).

2-4 Production d’ammoniac

Aprés incubation de 1’eau peptonée inoculée, la production d’ammoniac est mise en
évidence par addition du réactif de Nessler. L’apparition d’une couleur jaune-orange traduit
une production du NHs, elle est variable selon les souches (Tab. 19, 20, 21). Tous les isolats
du sol fertile produisent de I’ammoniac alors que 63,63% appartenant a la rhizosphere de blé

ont cette capacite. Les bacteries endophytes de A. halimus sont également actives.
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Tab. 19 : Production de NH3; par les isolats du sol fertile

N° SF2 SF4 SF5 SF7 SF8 SF9 SF12  SF13  SF14

NH; + + + + + + + + +

Tab. 20 : Production de NHj3 par les isolats de la rhizosphére de blé et de la souche de

référence P. fluorecens CHAO

N° RB RB RB RB RB RB RB RB RB RB RB CHA
1 2 3 4 5 8 9 10 11 13 14 0

NH; + + + + - + - - + + - +

Tab. 21 : Production de NHjpar les isolats de I’écosystéme salin

N° SK1 SK2 SK3 RH1 RH2 EHK1 EHKS EHKA4

NH;3 - - + + - + + +

(S :sol'; R : Rhizosphére ; E : endosphere)
+ : positif

- : négatif

2-5 Production d’acide cyanhydrique
Le virage de la couleur du papier filtre vers 1’orangé foncé indique la production d’un

composé volatil, PTHCN (Fig. 24). L’activité cyanogene différe d’une souche a une autre.
Elle est rapide (24 h d’incubation) et forte chez P. fluorescens CHAO et I’isolat RB13. Ces
derniéres semblent les plus actives en production de HCN. D’autres en sont productrices
aprés 48 h d’incubation comme RB2, RB5 ainsi que tous les isolats en provenance de
I’endosphére de 1’halophyte A.halimus (EHK1, EHK3 et EHK4). Les tableaux 22, 23 et 24

résument 1’¢élaboration de ce gaz volatil par tous les isolats examinés.
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Fig. 24 : Production de HCN par la souche P. fluorescens CHAO

(A gauche le témoin négatif).

Tab. 22 : Production d’ HCN par les isolats du sol fertile

N° SF2 SF4 SF5 SF7 SF8 SF9 SF12 | SF13 | SF14

HCN ++ - - ++ + + - - -

Tab. 23: Production d” HCN par les isolats de la rhizosphére du blé et de la souche de

référence

N° RB RB RB RB RB RB RB RB RB RB RB CHA
1 2 3 4 5 8 9 10 11 13 14 0

HCN - ++ + ++ + - - - +++ - +++

Tab. 24 : Production d’HCN par les isolats de I’écosystéme salin

N° SK1 SK2 SK3 RH1 RH2 EHK1 EHKS3 EHKA4

HCN - - - + - ++ ++ ++

(S:sol ; R : Rhizosphére ; E : endosphere)
+ : positif

- : négatif

2-6 Activité antifongique
Apres 10 jours d’incubation a 28°C, 1’activité antagoniste des souches supposees étre
des Pseudomonas spp. envers 2 champignons phytopathogenes Alternaria alternata et

Fusarium oxysporum est vérifiée. Cette action est estimée par 1’observation d’une zone
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d’inhibition de la croissance myceélienne autour des colonies bactériennes.

a) Quelques isolats n’ont manifesté aucune zone d’inhibition de F. oxysporum (RB10, RB11,
RB14 et SK1). Cependant, il est fortement inhibé par quelques souches isolées du sol fertile et
de la rhizosphere de blé (Fig. 25). Les isolats du sol salin ont une faible activité comparée a
celle des endophytes de A. halimus ; le taux d’inhibition variant de 1 a 38 %.

L’analyse statistique de la variance permet de subdiviser les isolats en 4 groupes, selon leur
activité (pourcentage d’inhibition) :

- Groupe a activité forte avec des taux d’inhibition allant de 35 et 38% : SF9, RB2,
RB5, SF5 et SF2.

- Groupe avec des taux de 25 a 31% comprenant les isolats : RB1, SF4, SF7, SFS8,
SF12, SF13, SF14, RB9, EH4 et P. fluorescens CHAOQO, ne présentant aucune
différence significative.

- Groupe ayant un pourcentage d’inhibition relativement faible entre 19 et 20, s’agissant
des isolats : SK3, EHK1 et EHKS3.

- Unseul isolat (RH2) a une activité de 15%.

- Groupe faiblement actif a ’encontre de F. oxysporum (10%) comprend 2 isolats de
I’écosystéme salin : RH1 et SK2.

b) Toutes les souches testées ont freiné le développement mycélien de A. alternata (Fig. 26).
Le pourcentage d’inhibition de A. alternata varie de 3 a 27%. L’effet de P. fluorescens CHAO
est trés marqué, avec une différence trés significative (P < 0.001) par rapport a tous les autres
isolats testeés.

Une activité anti Alternaria considérable est notée avec la majorité des autres isolats méme
ceux isolés du sol salin et de I’endosphere.

Le comportement des isolats vis-a-vis des 2 espéces fongiques est différent. En effet,
toutes les souches entravent la prolifération mycélienne de A. alternata quoique a des degrés
differents, contrairement a F. oxysporum dont I’inhibition n’est pas évidente pour tous les
isolats. Mis a part la souche P. fluorescens CHAO et les isolats EHK1et RH1, dotés d’un
pouvoir antifongique similaire contre les 2 phytopathogenes, le reste des isolats exerce une

action plus importante contre F. oxysporum (Fig. 27).
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2-7 Protéase
Apres incubation des milieux gélosés a base de lait, I’ensemble des isolats du sol
fertile et de la rhizosphére du blé dégradent la caséine du lait, excepté 4 isolats SF8 et SF9,
SK1 et SK2 (Fig. 28). Parmi les isolats de 1’écosystéme salin, ceux retirés de 1’endosphere de
A. halimus possedent une grande capacité de dégradation a I’instar de la souche de référence
P. fluorsecns CHAO
En examinant les résultats, les isolats peuvent étre divisés en 3 groupes (Fig. 29) :
- Groupe précipitant la caséine avec un diamétre < 15 mm ; il représente 55,17 % des
isolats testés.
- 24,13% des isolats hydrolysent la caséine avec des diameétres compris entre 10 et 13
mm.

- Une activité protéasique trés faible est notée avec 10,34% d’isolats examinés.

Fig. 28 : Zone de dégradation de la caséine par des isolats de sol salin
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Fig. 29 : Diametres de dégradation de la caséine

SF : sol fertile ; RB : rhizosphére du blé ; SK : Sol salin isolé sur King B ; RH : rhizosphére de I’halophyte ; EHK : Isolé a
partir de I’endospheére de I’halophyte (King B).
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2-8 Identification moléculaire

Les 4 souches sélectionnées sont identifiées par séquencage de I’ADNr 16S. L’arbre
phylogénétique basé sur la comparaison des séquences de ’ADNr 16S des souches choisies
avec les séquences de souches proches permet de confirmer leur appartenance a une espéce.
Les séquences partielles de I’ADNr 16S sont soumissionnées a Genbank. Les 4 souches sont
apparentées (& 100%) aux especes de Pseudomonas (Fig. 30). L’identification donne les
résultats suivants :
Pseudomonas putida AF2 (numéro d’accession KM592940),
P. aeruginosa RB5 (numéro d’accession : KM592942),
P. fluorescens RB13 (numéro d’accession : KM592939)
P. aeruginosa EH4 (numéro d’accession : KM592941).

Les souches EHK1 et SK3 ont présenté une analogie a 100% avec Achromobacter

xylosoxidans et la souche EHKS3 est apparentée a 100% avec Bacillus amyloliquefaciens.

96 | P. fluorescens RB13
100

Pseudomonas fluorescens strain IAM 12022

100 Pseudomonas fluorescens strain ATCC 13525 16S ribosomal RNA gene partial sequence.

Pseudomonas putida F1 strain F1
gg || P. putida AF2

741 pseudomonas putida KT2440 strain KT2440

P. aeruginosa EH4

Pseudomonas aeruginosa strain ATCC 10145

o0 Pseudomonas aeruginosa strain SNP0614.

P. aeruginosa RB5

Pseudomonas aeruginosa strain DSM 50071

0.005

A)
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REF:Achromobacter xylosoxidans
F EHK3
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Fig. 30: Arbres phylogénétiques basés sur la comparaison de la séquence de I'ADNr 16S
des souches isolées et de certaines souches phylogénétiquement proches.

A) Souches de appartenant aux Pseudomonas fluorescents spp.

B) ldentification des souches isolées

3 — Discussion

Les phytohormones synthétisées par un bon nombre de rhizobactéries participent
efficacement a 1’¢longation et la croissance des plantes (Patten et Glick, 2002). Les résultats
obtenus indiquent une production importante d’ AIA par toutes les souches testées, notamment
par P. fluorescens CHAO réputée pour cette activité stimulatrice de la croissance végétale
(Beyler et al., 1999). Les taux enregistrés dans cette étude sont supérieurs a la quantité
obtenue par Goswami et al. (2013) avec une souche désignée Pseudomonas spp. souche OG
(29 pg/ml) isolée a partir d’une eau marine. Cette différence serait due a l’origine du
prélevement. Ahmed et al. (2005) ont noté une production variable entre 7,30 et 28,9 pg/ ml
avec des especes de Azotobacter et entre 23,4 et 35,2 ug/ ml avec des espéces de
Pseudomonas isolées a partir de la rhizosphére de différentes plantes. Le milieu choisi (L. B)
additionné de tryptophane (5 g/ 1) était adéquat pour la stimulation de la synthése de I’AIA.
En effet, selon Tien et al. (1979), le tryptophane est le précurseur de la production de cette
phytohormone. Dans leurs expérimentations, Ahmad et al. (2005), Karnwal (2009) et

Bharucha et al. (2013) ont noté une production importante d’AIA par les souches de
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Pseudomonas rhizosphériques cultivees sur bouillon nutritif additionné de 2 et 5 mg/ ml de
tryptophane.

La production de I’AIA par les souches de Pseudomonas est bénéfique pour la
croissance végétale et 1’¢longation racinaire lors de la germination. Ainsi, I’inoculation de
graines de plantes par des PGPR producteurs d’AIA améliore la croissance et le rendement
des graines de colza et d’haricot mingo (Vigna radiata) (Patten et Glick, 2002), de blé (Khalid
et al., 2004) et de moutarde (Brassica nigra) (Bharucha et al., 2013).

Les rhizobactéries et les endophytes de I’halophyte A. halimus sont capables
d’élaborer des taux appréciables d’AIA en dépit de la forte salinité et participeraient a
’adaptation et a I’halotolérance de la plante.

Face a un stress les plantes produisent des auxines en quantités excessives (Yurekli et al.,
2004) ce qui nécessite un apport énergétique supplémentaire et conduit, par conséquence, a
une réduction de la croissance. De 13, I'inoculation de telles plantes stressées avec des
bactéries productrices d’AIA peut améliorer la croissance des plantes en diminuant leurs
demandes énergétiques (Zahir et al., 2010; Ahmad et al., 2013). L’osmotolérance de
plusieurs plantes est intensifiée par ce méme processus biologique tels : la tomate, le poivron,
le canola, le haricot et la laitue (Glick et al., 1997 ; Mayak et al., 2004).

Ainsi, une amélioration de 52% de la croissance racinaire est remarquée par Egamberdieva
(2009) apreés inoculation de blé a 100 mM/ NaCl par 3 souches de Pseudomonas productrices
de ’AIA (5; 5,7 et 7,4 pg/ ml). Ces taux sont trés faibles par rapport a ceux élaborés par nos
souches locales, ce qui approuve leur utilisation comme inocula a des semences pour

ameliorer la croissance et le rendement du blé dans les sols affectés par la salinité.

L’apparition d’un halo orange autour des colonies sur milieu gélose bleu traduit un
transfert d’ions ferriques du CAS vers les sidérophores (Schwyn et Neilands, 1987). Le
milieu solide King B, pauvre en fer, est favorable a la mise en évidence de la production des
siderophores par les Pseudomonas. Le milieu SM s’est avéré convenable a la production de
ces molécules en milieu liquide, cette observation est confirmée par 1’étude menée par
Sharma et Johri (2003). Ces derniers ont noté une faible production sur milieux complexes
(King B, Trypticase-Soja et Agar Nutritif) sujets a des contaminations par le fer présent
probablement dans les ingredients constitutifs (protéoses, peptone de soja et I'extrait de viande
de beeuf) (Meyer et Abdallah, 1978). De 14, ils concluent que les milieux synthétiques sont

mieux adaptés que les milieux complexes quant a la prévention d’un apport supplémentaire en
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fer et que le taux de production de sidérophores est affecté par la source de carbone, les
oligoéléments et le pouvoir tampon du milieu.

Les taux enregistrés sont relativement faibles par rapport a ceux trouvés par Sayyed et
al. (2005) sur milieu SM, chez deux espéces : P. fluorescens et P. putida produisant 87 et
83%, respectivement. Cet écart serait d0 a la différence des espéeces, leur patrimoine génétique
et leur origine. Les facteurs environnementaux contribuent significativement a la synthése des
siderophores par Pseudomonas fluorescens, par exemple (Sharma et Johri, 2003).

Les souches testées appartiendraient aux pseudomonads connus par leur pouvoir producteur
de siderophores, tels les pyoverdines et les pseudobactines responsables d’une couleur jaune-
verte et une fluorescence sous lumiére UV (Sharma et Johri, 2003). Du fait de leur grande
affinité pour les ions ferriques, les sidérophores chélatent le fer le rendant ainsi inaccessible
pour les microorganismes phytopathogénes autour des racines (Sreedevi et al., 2014). De
plus, ils inhibent la germination des spores champignons pathogenes (Raaijmakers et al.,
1995 ; Sindhu et al., 2009) tels Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani et phytium
aphanidermatum (Sahu et Sindhu, 2011).

Les sidérophores jouent également un réle crucial dans la stimulation de la croissance
vegétale. Certaines plantes assimilent le fer directement a partir des sidérophores de
Pseudomonas (Bar-Ness et al., 1991).

L’exploitation des isolats sidérophore positifs en agriculture comme agents de
biocontrble, de preservation sanitaire des plantes et d’amélioration de la croissance est un

créneau de recherche a développer.

L’¢étude qualitative a révelé un éclaircissement autour de la majorité des colonies des
isolats testés ce qui traduit clairement leur capacité a utiliser le Caz(POg4), mis a leur
disposition dans le milieu de culture NBRIP. Ce méme rdle est assurément accompli par ces
bactéries dans leur habitat naturel. En effet, les rhizobactéries solubilisent soit le phosphore
organique du sol par 1’action de phosphatase, ou le phosphore inorganique par la libération
d’acides organiques a faible poids moléculaire (Kloepper et al., 1989) tels les acides citrique
(Reys et al., 2001) et gluconique (Fenice et al., 2000). Les quantités solubilisées par les
isolats de 1’écosystéme fertile et quelques isolats de 1’écosystéme salin (i. €. comprises entre
168,12 et 513,75 pug/ ml) sont en accord avec celles obtenues par Chen et al. (2006) :
Bacillus megaterium (140,6 pug/ ml) et Rhodococcus erythropolis (151,2 pg/ ml).

Malgré I’incapacité de solubilisation sur milieu solide, les isolats SF9, RB9 et EHK4
possedent cette activité en milieu liquide (506,05 ; 174,87 et 168,5 pg /ml), respectivement.
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Ce résultat est en compléte concordance avec les remarques de Nautiyal (1999). Selon ce
chercheur, les acides organiques secrétés dans le but de solubiliser les phosphates circulent
difficilement en milieu solide. Pour cela, le choix des souches a inoculer sur la base de la
formation d’un halo de solubilisation sur milieu solide n’est pas un critére évident.

La faible production de phosphate par les isolats du sol salin, de la rhizosphere et de
I’endosphére de A. halimus expliquerait clairement I’impact de 1’environnement naturel
exergant un stress notable sur cette activité. Cependant, les quantités synthétisées (entre 17,81
et 168,45 pg/ ml) sont significativement supérieures a celles obtenues par Yasmin et Bano
(2011) (entre 6 et 17,4 pg/ ml). L’effet de sel sur la solubilisation des phosphates par les
Bacillus, étudié par Cherif- Silini et al. (2013) a confirmé une baisse considérable des
quantités solubilisées avec 1’augmentation de la concentration saline dans le milieu.

Le milieu utilisé (NBRIP) dans ses deux états (solide et liquide) est comparé avec le
milieu Pikovskaya (PVK) (Pikovskaya, 1948) pour mettre en évidence la solubilisation des
phosphates par des especes de Bacillus. Les deux milieux solides présentent au fait la méme
efficacité, alors que le milieu liquide NBRIP est 3 fois plus efficace que PVK (Cherif- Silini
et al., 2013).

Apres addition du réactif de Nessler, une couleur jaune-orange apparait, indique ainsi
la production du NH3 par la majorité des isolats testés. La production d’ammoniac est
considérée comme une caractéristique importante des rhizobactéries améliorant indirectement
la croissance des plantes (Joseph et al., 2007) et assurant un réle dans la signalisation lors de
I’interaction plante- rhizobactéries (Becker et al., 2002). Il est bien établi que 1’ammoniac
libéré par les bactéries accélere 1’activité de la glutamine synthétase catalysant 1’assimilation

initiale de NH,4" en glutamine (Sood et al., 2002).

La majorité des isolats a Gram™ fluorescents produisent le gaz volatil HCN. Les
especes de Pseudomonas cyanogenes, telles P. fluorescens CHAO sont impliquées dans la
suppression de différents agents phytopathogénes, en particulier les champignons (Verma et
al., 1989 ; Voisard et al., 1989). Des quantités de I’ordre de quelques micromoles de cyanure
inhibent fortement la cytochrome c-oxydase dans la chaine respiratoire et contribuent a la
capture de certains ions métalliques en formant des complexes (Blumer et Haas, 2000). Par la
synthese de ce composé, les bactéries rhizosphériques induisent la résistance systéemique des

plantes aux différentes infections (Kumar et al., 2012).
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La différence de production entre les isolats examinés serait due a une variabilité
d’expression des génes (hcnA, henB et henC) (Ramette et al., 2003). Cette variabilité permet
de séparer les souches en deux groupes : faibles et fortes productrices. La transformation de
la glycine en HCN et CO;, est catalysée par I’enzyme HCN synthétase, considérée comme une

flavoprotéine membranaire (Ramette et al., 2003).

L’activité antifongique exercée par les souches, présumées appartenir aux
Pseudomonas fluorescents, a I’encontre de F. oxysporum et A. alternata serait fortement liee a
la production de substances inhibitrices de la croissance telles que les sidérophores, 1’acide
cyanhydrique ou divers antibiotiques dont le 2,4-diacétylphloroglucinol (DAPG) (Haas et
Défago 2005). Les sidérophores produits par les isolats étudiés accentuent le déficit en fer au
voisinage des colonies bactériennes, conduisant ainsi a 1’inhibition de la croissance
mycélienne. La production de HCN par la majorité des souches contribuerait largement a
I’inhibition des 2 champignons. Yuan et al. (2012) ont attribué aux composés volatils produits
par les bactéries une réduction importante de la croissance mycélienne et une inhibition de la
germination des spores de F. oxysporum. Les souches bactériennes manifestent une grande
activité contre F. oxysporum. Notz et al. (2002) ont montré que 1’acide fusarique synthétisé
par ce champignon altere le géne responsable de la synthése du DAPG par P. fluorescens
CHAO. L’effet antagoniste serait la conséquence de la synthése d’autres antibiotiques tels que
I’acide phénazine carboxylique, la pyrrolnitrine et la pyoluteorine (Haas et Défago, 2005).
L’intensit¢ de l'inhibition observée entre les souches s’expliquerait par la quantité et

I’efficacité de I’antibiotique produit.

La majorité des isolats fluorescents examinés possédent une protéase. Les mécanismes
indirects d’action des PGPR impliquent 1’élimination des microorganismes nocifs via la
production d’antibiotiques et d’enzymes lytiques telles que la protéase, ’amylase et la
catalase (Twisha et Desai, 2014). Dunne et al. (1997) ont démontré que la surpression du
champignon phytopathogéne Pythium ultimum dans la rhizosphere de la canne a sucre est due
a I’élaboration de protéase extracellulaire par les souches de Stenotrophomonas maltophilia
W81. Pseudomonas fluorescens CHAOQ dispose d’une protéase extracellulaire dotée d’une
activité antagoniste contre le nématode phytopathogéne Meloidogyne incognita (Siddiqui et
al., 2005). Ainsi, les souches locales productrices de protéase, conviendraient comme agent de

biocontrdle.
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4- Conclusion

Sur la base de leur capacité de production de molécules stimulant la croissance
végétale (solubilisation des phosphates, production d’TAA et d'ammoniac) et leurs activités de
lutte biologique (élaboration de sidérophores, de HCN et un effet antifongique, certains isolats
locaux, surtout ceux identifiés comme des Pseudomonas fluorescents spp., serviraient
efficacement d’inocula au blé et amélioreraient considérablement la croissance et le
rendement. lls pourraient étre exploités comme biofertiliseurs et agents de lutte biologique et
constituer ainsi une alternative biologique aux engrais chimiques et fongicides synthétiques
nuisibles a la santé humaine. L'utilisation des souches productrices d'AAl est une approche
efficace pour atténuer le stress osmotique imposé aux plantes dans des situations bien
définies. Elles pourraient étre, par conséquent, exploitées pour une agriculture durable dans

les sols arides et salés.
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Chapitre HI

Effet du stress salin sur la germination de blé inoculé en présence et en

absence d’osmoprotecteurs naturels et synthétiques

Ce chapitre vise 1’évaluation de I’halotolérance de souches bactériennes isolées a partir
de la rhizosphére du blé et de I’endosphére de I’halophyte A. halimus, possédant un pouvoir
promoteur de la croissance végétale. Ce test permettra de retenir une souche, en plus de la
souche de référence (P. fluorescens CHAO), qui serviront d’inocula pour les semences de blé.
Le but de cette étape est d’améliorer la croissance et le rendement de blé en condition de
stress salin. L’apport exogéne en osmoprotecteurs synthétiques (glycine bétaine et proline) et
ceux naturels (extrait aqueux d’halophyte et d’algue) contribuera-t-il a surmonter le stress et

rétablir la croissance des souches bactériennes et des grains de blé ?

1- Matériel et méthodes

1-1 Effet du sel et d’osmoprotecteurs sur les bactéries

Les bactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR) ont la capacité
d’améliorer la tolérance des plantes lors de stress environnementaux en 1’occurrence les
contraintes osmotiques (Zahir et al., 2009). L’halotolérance des souches est évaluée sur milieu
minimum additionné de sel et d’osmoprotecteurs (OP) synthétiques : glycine bétaine (GB) et
proline (Pro) ou naturels (extrait d’halophyte et d’algue).
1-1-1 Milieu de culture

Les tests de 1’halotolérance sont conduits sur milieu liquide minimum : Glucose

Mineral Medium (GMM) (Bonaterra et al., 2007), ayant pour composition (g/l) :

Glucose 5
NH,CI 1
KH,PO,4 3
Na;HPO,4 2,4
NaCl 0,5
MgSO,,7H,0 0,2

Eau distillée g. s. p 1000 ml
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Le milieu est additionné ou non de NaCl a des concentrations finales : 100, 300, 500, 800, 900
et 1000 mM puis sterilisé (120°C/ 15 mn).
1-1-2 O.P synthétiques

Afin de tester leur pouvoir osmoprotecteur, la GB et la Pro stériles (filtration sur
membrane Millipore 0,22 um) sont ajoutées au milieu GMM stérile (additionné ou non de
NaCl) a une concentration finale de 1 mM (Ghoul et al., 1989 ; D’Souza et al., 1993).
1-1-3 O.P naturels

Les extraits hydroalcooliques de 2 plantes se développant dans 2 milieux salins
différents ont servi comme source d’osmoprotecteurs naturels.
- La premiére est une halophyte, A. halimus, faisant déja 1’objet de 1’étude microbiologique
(Chapitre I).
- La seconde est une algue verte marine, Ulva lactuca (Tab. 25), récoltée au niveau du

Golf de Béjaia (Fig. 31). Elle nous a été aimablement fournie par le Professeur Nabti

(Laboratoire de Maitrise Des Enérgies Renouvelables, Université de Béjaia).

Tab. 25 : Taxonomie de I’algue marine Ulva lactuca (Guiry et Guiry, 2012).

Domaine Eukaryota

Régne Plantae

Phylum Chlorophyta

Classe Ulvophyceae

Ordre Ulvales

Famille Ulvaceae

Genre Ulva

Espéce Ulva lactuca

Nom courant Laitue de mer (Boisvert 1984).

U. lactuca, au méme titre que de nombreuses macrooalgues marines, constitue

un excellent complément nutritif dans ’alimentation humaine et animale. Elles sont

largement consommées dans les ville littorales et tendent a occuper une importance dans les

recherches relatives aux domaines médical, diététique et cosmétique (Sirbu et al., 2006).
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Fig. 31 : Photo de I’algue marine Ulva lactuca

1-1-4 Détection des composés osmoprotecteurs naturels
Une chromatographie sur couche mince a partir d’extraits de A. halimus et U. lactuca
est realisée pour un double objectif :
- Mettre en évidence la présence de la G.B et/ ou de la proline dans ces échantillons.
- Utiliser les extraits de ces plantes comme O.P naturels pour les bactéries, si leur
présence est confirmée.
Pour ce faire, I’extrait hydro-alcoolique est préparé en premier lieu :
10 g de chaque plante bien séchée et finement broyée sont additionnées de 100 ml d’acétone.
Aprés agitation vigoureuse, la solution est filtrée sur préfiltre. Le matériel végétal est alors
récupéré dans 200 ml d’éthanol 70% et agité vigoureusement pendant 30 mn.
Les résidus solides sont ensuite éliminés par filtration sur préfiltre. L’extrait hydroalcoolique
obtenu est évaporé a sec, sous vide, a 45°C (Rotavapor) puis récupéré dans 10 ml d’eau
distillée.
a- CasdelaG.B
En vue de la détection de composés Dragendorff-positifs (composés ammonium), la
migration est réalisée dans un systeme de développement isopropanol- eau (3: 1)

(Parameshwara et al., 1988)

Des solutions-standard de G.B (100 mM) (Sigma) ainsi que les extraits de A. halimus et de
U. lactuca sont déposeés sous des volumes respectifs de 5 pl et 50 pl sur des plaques de gel de
silice. La migration est limitée a un parcours de 15 cm (Parameshwara et al., 1988).
Les plaques sont révélées par pulvérisation du réactif de Dragendorff (annexe 13) puis
séchées a I’aide d’un séche-cheveux. Les bétaines sont caractérisées par une coloration jaune-

orangeé instantanée.
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b- Cas de la proline

La migration est réalisée dans le systéme solvant : n- butanol- acide acétique- eau (6 :
2:2; P/P) (Kurt, 1971). Le témoin est réalisé avec un dépdt de Sul d’une solution-standard de
proline (Sigma) (100 mM). Aprés migration sur un parcours de 15 cm, les plaques sont
séchées et révélées par pulvérisation de ninhydrine (Sigma) puis chauffées une deuxiéme fois
a 110°C. La proline se distingue des autres acides aminés par une coloration jaune

caractéristique.

1-1-5 Etude de Peffet d’O.P naturels sur les bactéries

L’effet osmoprotecteur des extraits hydroalcooliques des 2 plantes sur la croissance
bactérienne est testé. L’extrait de chaque plante est ajouté au milieu de culture GMM
additionné ou non de sel & une concentration finale de 1/100°™ (Ghoul et al., 1995). Les

solutions ainsi préparées sont stérilisées : 120°C/ 20 mn.

1-1-6 Inoculation des milieux

Les souches bactériennes choisies pour rester I’effet du stress salin (concentrations
croissantes de NaCl) sont: P. putida AF2, P. aeruginosa RB5, P. fluorescens RB13, P.
aeruginosa EH4 et la souche de référence P. fluorescens CHAOQ. Des cultures fraiches sont
inoculées au milieu LB liquide (5 ml par tube) et incubées a 28°C sous agitation. Une
centrifugation (3000 rpm/ 10 mn) permet de recueillir un culot (pour chaque espéce). Celui-ci
est lavé trois fois avec de 1’eau physiologique stérile et récupére dans 5 ml du méme diluant.
De telles suspensions dont la D.O est ajustée a 0,01- 0,05 serviront a inoculer les milieux de
cultures stériles précédemment préparées, a raison de 1%. Des témoins sans sel et sans
osmoprotecteurs sont réalisés a chaque fois.
L’ensemble des milieux est incubé sous agitation a 25 £ 1°C pendant 7 jours ; la croissance
bactérienne dans ces conditions est mesurée a 600 nm (Mascher et al., 2000). L’expérience est

réalisée en triplicata.

1-2- Effet du sel et d’O.P sur la germination du blé inoculé
1-2-1 Choix et préparation des souches bactériennes

Au vu des résultats précédents, a savoir une bonne activité promotrice de la croissance
végétale, une certaine halotolérance au stress salin et une réponse positive a 1’apport exogene

d’O.P synthétiques ou naturels, 2 souches sont retenues pour inoculer les graines de blé. 1l
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s’agit des souches P. fluorescens RB13 et P. fluorescens CHAQ. Elles sont inoculées
séparément ou ensemble.

Les suspensions bactériennes sont préparées a une charge équivalente & 10° UFC/ml
en suivant le méme protocole que précédemment, seul le lavage est realise avec le tampon
PBS (annexe 14). Pour la préparation de 1’inoculum destiné a une co-inoculation, les
bouillons contenant la souche P. fluorescens RB13 la souche P. fluorescens CHAO sont
mélangés apres incubation (18°C, 24 h, sous agitation). Le mélange obtenu subira les mémes

étapes (de lavage) que précedemment.

1-2-2 Choix du matériel végétal

Vu sa résistance aux stress abiotiques et I’importance de sa culture dans la région de
Sétif (Chennafi et al., 2011), la variété de blé dur « Triticum durum Desf. Var. Mohamed Ben
Bachir » est choisie. Les graines sont obtenues aupres de I’Institut Technique des Grandes

Cultures (1.T.G.C.) de Sétif.

1-2-3 Préparation des solutions d’O.P

Les O.P synthétiques et naturels sont évidemment testés. Pour cela, des solutions
stériles contenant les différentes concentrations salines sont additionnées ou non d’OP.

Les extraits aqueux de 1’halophyte A.halimus et de I’algue U. lactuca sont préparés a
une concentration équivalente a 2% dans des solutions salines (0, 100, 200, 250 et 300 mM
NaCl). Aprés agitation vigoureuse (20 min), les solutions sont stérilisées (100°C, 30 mn) afin
de favoriser le relargage des substances osmoprotectrices (Ghoul, 1990) puis laissées a
décanter pendant 24 h. Les surnageants sont récupérés aseptiquement, ils serviront pour les
expériences ultérieures.

La GB et la Pro (stérilisées par filtration sur membrane 0,22 pum) sont ajoutées aux

solutions salines a une concentration finale de 10 mM.

1-2-4 Inoculation du blé

Les graines sont décortiquées manuellement puis stérilisées en surface dans de
I’éthanol 70%/ 5 mn afin d'éliminer toutes les pollutions externes d'origine fongique ou
bactérienne. Aprés lavage avec de I’eau distillée stérile, elles sont encore immergées dans
I’hypochlorite de sodium (eau de Javel : NaClO) pendant 30 min sous agitation puis rincées 5

fois avec de I’eau distillée stérile afin d’éliminer toute trace de désinfectant.
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Une fois stérilisées, les graines de blé sont divisées en 4 lots :

- 1:le témoin non inoculé, il correspond aux graines trempées dans du tampon PBS.

- 2:graines trempées dans 50 ml de la suspension bactérienne de P. fluorescens RB13

- 3:graines est immergé dans une suspension de P. fluorescens CHAOQ

- 4 graines recouvertes d’une suspension contenant un mélange des 2 souches.

Aprés incubation a 28°C sous agitation/ 4 h, les graines (20/ boite) sont déposées sur
fonds de boites de Pétri tapissés d’une double couche de disques (9 cm de diameétre) de papier
whatman (N°40)

1-2-5 Effet du stress osmotique et des O.P

Les effets de 5 concentrations salines (0, 100, 200, 250 et 300 mM), 4 O.P. (GB, Pro,
extraits d’halophyte et d’algue), 3 bactéries (P. fluorescens RB13, CHAO et la co-inoculation
des 2) sur la germination de blé, sont testés. L’expérience est organisée en 4 groupes :

- A il concerne les graines non inoculées stressées par le sel et ne contenant aucun O.P

- B : L’effet du sel est évalué en présence d’O.P (GB, Pro, extrait d’halophyte, extrait

d’algue)

- C: L’effet combiné du stress osmotique et de I’inoculation est testé

- D Les trois parametres inoculation, stress salin et O.P. sont réunis
Chaque groupe est subdivisé en 5 sous-groupes correspondant aux concentrations salines
prévues.

Les solutions salines additionnées ou non d’OP sont ajoutées aux boites de Petri
contenant 20 graines de blé, a raison de 10 ml/ boite. Les graines sont incubées a 23°C a
I’obscurité. L’expérience est réalisée en triplicata. Le nombre de graines ayant germées est
noté apres 3, 6 et 9 jours d’incubation. La germination est constatée par 1’ébauche de radicule

hors des téguments de la graine dont la longueur est d’au moins de 2 mm (Come, 1982).

1-2-6 Détermination des parametres de croissance
Aprés 11 jours, le poids frais des plantules, y compris les racines et les feuilles, est

déterminé apres essorage soigné des plantes avec du papier absorbant afin d’éliminer 1’excés

d’eau.

Le poids sec des plantules est obtenu apres passage a 1’étuve pendant 48 h a 60 °C jusqu’a ce

que le poids reste stable.

géme

Le pourcentage de germination (G) (le 3°™, le 6°™ et le jour) est calculé comme étant :
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Nombre de graines germées / Nombre de graines totales x 100

Le taux cumulé de germination est également calculé afin d’exprimer 1’énergie de
germination, responsable de 1’épuisement des réserves de la graine. Il est calculé selon la
formule proposée par Brown et Mayer (1988) et modifiée par Fowler (1991) :

Taux cumulé de germination = [G3/ 3 + G6/ 6 + G9/ 9] x 100

G3, G6 et G9 sont les pourcentages de germination a 3, 6, 9 jours

1-3- Effet du sel, de la GB et de I’extrait de U. lactuca sur la germination du
blé co-inoculé. Expérimentation in vitro

Les graines inoculées par un mélange de 2 bactéries (P. fluorescens RB13 et P.
fluorescens CHAQ) sont soumises a des contraintes osmotiques (NaCl 100 et 200 mM), en
présence ou en absence des 2 OP (GB et extrait aqueux d’algue). Cette étude est motivée par

les résultats encourageants de 1’étape précédente.

1-3-1 Milieu de germination

Le milieu de germination (MS) proposé pour la premiére fois par Muraschige et Skoog
(1962) a été choisi. Il est constitué principalement d’eau, d’éléments organiques (sucre :
saccharose), de sels minéraux sous forme de macroéléments (N, P, K, S, Mg, Ca) et de
microéléments (Fe, B, Mn, Zn, Cu, N, Co, Mo). Cette solution aqueuse est souvent
légérement solidifiée au moyen d’agar (0.7%) afin d’obtenir un milieu de consistance semi-
solide.
L’assemblage de ces différents éléments nécessite une préparation des macro- et des
microéléments et du NayFe-EDTA séparément (Annexe 15). Le milieu est supplémenté ou
non de NaCl a des concentrations finales 0, 100 ou 200 mM. Enfin, du saccharose 3% est
ajouté et le pH ajusté a 5.7. Le milieu est solidifi¢ par de I’agar & une concentration finale de
0.7%, puis réparti dans des pots a raison de 55 ml/pot. La stérilisation est assuree par un
autoclavage a 120°C pendant 15 min.

La GB stérilisée par filtration est ajoutée au milieu stérile en surinfusion a une

concentration finale de 5 mM.

1-3-2 Milieu MS a base d’extrait de U. lactuca
La préparation du milieu de germination a base d’extrait d’algue a fait I’objet de

plusieurs tests afin d’en augmenter ’efficacité. Finalement, et afin de minimiser I’effet de la
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réaction de Maillard résultant de 1’action du sucre (saccharose) sur les protéines de U. lactuca
qui peuvent atteindre, 10.69 g/100 g de poids sec, selon Tabarsa et al. (2012). Le milieu a été
modifié et préparé comme suit :

- L’extrait aqueux de U. lactuca est préparé a 3% apres une forte agitation avec chauffage
sans toutefois atteindre 1’ébullition afin de préserver au maximum, vitamines, sels minéraux et
acides aminés naturellement présents en quantités appréciables (Tabarsa et al., 2012).

- La préparation est laissée a macérer toute une nuit.

- Le surnageant est récupéré et additionné de macroéléments, microéléments (decrits ci-
dessus) et de FeNa,EDTA.

Le pH étant ajusté a 5,7 ; le milieu est solidifié par I’ajout d’agar a raison de 0.5% seulement,
vu que U. lactuca contient déja une quantité importante de polysaccahrides soufrés pouvant
atteindre 29% du poids sec (Silva et al., 2013) qui conferent une certaine viscosité au milieu
(Percival et MCDowell, 1981 ; Vavilala et D’Souza, 2015).

La quantité de saccharose utilisée est Iégerement réduite & 2% a cause de la richesse de
I’algue en sucres ce qui pourrait engendrer un stress osmotique supplémentaire sur le blé (qui
s’additionne a celui du NaCl). Afin d’éviter la possibilité de réaction de Maillard, la solution
de saccharose stérile (filtration) et ajoutée au milieu MS a base d’extrait d’algue stérile en

surinfusion.

1-3-3 Bactérisation du blé

Apres désinfection selon la procédure décrite ci-dessus (paragraphe 1-2-4) les graines
de blé sont immergées dans une solution contenant un mélange des inocula des 2 bactéries : P.
fluorescens RB13 et P. fluorescens CHAO. Un temps de contact de 4 h a une température de
28°C avec agitation est suffisant pour une bonne bactérisation des graines. Le lot de témoins

consiste & immerger les graines uniquement dans de I’cau distillée stérile.

1-3-4 Pre-germination
Pour initier la germination, les graines du blé co-inoculées, ou non, sont déposées,
pendant 24 h a 30°C, a I’obscurité, dans des boites de Petri contenant le milieu proposé par

Ridge et Rovira (1971) : « Seed-Germinating Agar » (Annexe 16).

1-3-5 Germination sur milieu MS
Les graines ayant germé sont transférées dans des flacons contenant 55 ml du milieu

MS additionné ou non de sel, a raison d’une graine par flacon. Les flacons sont divisés en 3
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groupes correspondant aux concentrations salines : 0, 100 et 200 Mm. Chaque groupe est

subdivisé en 4 sous-groupes marquant le type de traitement effectue :

1- Témoin (0 100 et 200 mM)

2- Coinoculé (0, 100 et 200 mM)

3- Co-inoculé + GB (0, 100 et 200 mM)

4- Co-inoculé + Extrait d’algue (0, 100 et 200 mM)

L’expérience est reproduite en 6 réplicata et repetée 3 fois. La germination était conduite
pendant 15 jours dans une chambre de croissance (phytotron), dans des conditions contrdlées
diurnes/ nocturnes de 25°C et 15°C respectivement et une photopériode de 16 h d’éclairage.
Les plantes sont alors récoltées et les parametres morphologiques et biochimiques ou
physiologiques sont détermines.

1-3-6 Parametres morphologiques

Au terme de 15 jours de stress, I’effet de la contrainte saline sur la croissance du
systeme foliaire et racinaire est estimé par I’appréciation de la longueur et le nombre moyen
des feuilles et des racines.
Les biomasses des organes aériens et racinaires sont évaluées par mesure du poids frais et sec

apres séchage de 72 h a 65°C.

1-3-7 Parameétres physiologiques
a- Dosage de la proline

La proline, ou acide pyrrolidine 2-carboxylique, est un bon indicateur d’une réponse
positive des plantes au stress salin (Rhodes et Hanson, 1993). La quantité élaborée par le blé
soumis au stress salin en présence ou en absence d’O.P a été mise en évidence initialement
par la méthode Troll et Lindsley (1955) puis modifiée par Monneveux et Nemmar (1986).
Dans cette methode, le produit de la réaction proline-ninhydrine est quantifié par mesure
spectrophotométrique. La proline, en se couplant avec la ninhydrine (tricetohydrindéne),
forme un complexe coloré. L’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité de
proline dans 1’échantillon.

Pour cela, 100 mg de feuilles fraiches sont découpés en petits morceaux, immergés
dans de 2 ml de méthanol a 40% puis chauffés au bain marie a 85°C pendant 1 h. Aprés

refroidissement, 1 ml de ’extrait est prélevé et additionné de :

97



- 1 ml dacide acétique,
- 1 ml d'un mélange contenant (12 ml d'eau distillee, 30 ml d'acide acétique, 80 ml
d'acide ortho phosphorique (HsPO, densité 1.7)

- 2 ml de solution de ninhydrine (3% dans de 1’éthanol pur).
La réaction nécessite une ébullition pendant 30 mn, elle aboutit a un virage progressif au
rouge. Apres refroidissement, 5 ml de toluéne sont ajoutés a la solution et agités ; 2 phases se
forment. La phase supérieure, contenant la proline, est récupérée et deshydratée par
I'adjonction de sulfate dissodique anhydre (Na,SQO,). Enfin la densité optique est déterminée a
528 nm. Les valeurs obtenues sont reportées sur la courbe d'étalonnage préalablement établie
a partir d’une série de solutions de concentration en proline connue. Les teneurs en proline

sont exprimées en mg/ g matiére fraiche (MF) L’expérience est reproduite en triplicata.

b- Dosage des pigments photosynthétiques

La teneur en pigments photosynthétiques est déterminée selon la méthode de Arnon
(1949). Pour cela, 0,5 g de maticre fraiche est découpé et broyé en présence d’acétone 80%.
Apreés filtration, la DO est lue a 663, 645 et 470 nm. Les teneurs en chlorophylles a, b, totale
et caroténoides sont déterminées suivant les équations établies par Arnon (1949) et revues par
Lichtenthaler (1987) :
Chl a (ug/ ml) = (12.7 x D.O 663) — (2.69 X D.O 645)
Chl b (ug/ ml) = (22.9 X D.O g45) — (4.68 X D.O ¢63)
Chl totale (ug/ ml) = (20.2 x D.O e45) + (8.02 X D.O 63)
Caroténoides (pg/ ml) = [(1000 x D.O 47) — 1.82 chl a — 85,02 chl b)] / 198

1-3-8 Analyse statistique

Les données relatives aux parametres morphologiques et physiologiques de
germination ont fait I’objet d’une analyse de la variance par les procédures de One- way
ANOVA (test de Turkey) a une valeur de P < 0,05 en utilisant le logiciel GraphPad Prism
version 5.00 (GraphPad Software, San Diego, California, USA).

2- Résultats

2-1 Détection des composés osmoprotecteurs
La chromatographie sur gel de silice d’extraits aqueux de A. halimus et U. lactuca

révele la présence chez les 2 échantillons de composés Dragendorff- positifs (Fig. 32).
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Le systeme solvant isopropanol-eau (3 :1) a permis une bonne séparation. Un spot important
correspondant a la G.B est observé avec 1’halophyte A. halimus. Une faible tache est détectée
chez I’extrait de U. lactuca.

La proline, de couleur jaune caractéristique, est détectée seulement chez A.halimus.

Fig. 32: CCM (gel de silice —isopropanol/ eau 3 :1) de substances Dragendorff-positive a
partir de ’halophyte A. halimus.

2-2 Halotolérance des Pseudomonas fluorescents spp.

Apres 7 jours d’incubation a 25°C sur milieu GMM, les souches de Pseudomonas
fluorescents ont montré un comportement différent selon le traitement appliqué (Fig. 33).

La concentration saline 100 mM stimule trés significativement (P < 0.001) la
croissance de toutes les souches et a un degré moindre (a P <0.05) celle de P. fluorescens
CHAOQ. Le méme effet positif est observé en présence de 300 mM de NaCl, excepté pour P.
fluorescens CHAO, indifférente a ce changement. Toutes les souches répondent de la méme
maniére aux deux concentrations (100 et 300 mM) sans une différence significative entre les 2
valeurs.

Face a une concentration équivalente a 500 mM, 3 bactéries sont tres affectées (P < 0.001), il
s’agit de P. putida AF2, P. fluorescens RB13 et P. fluorescens CHAO.

Cependant, P. aeruginosa EH4 et RB5 résistent a ce taux de salinité et sont donc plus
tolérants (P <0,01).

Les teneurs de 800 et 900 mM inhibent de fagcon drastique (P < 0,001) le développement de

toutes les souches examinées (Fig. 33).
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Fig. 33 : Effet de différentes concentrations de NaCl sur les souches de Pseudomonas

fluorescents.
S1: P. putida AF2; S2: P. aeruginosa RB5; S 3: P. fluorescens RB13; S4: P.aeruginosa EH4;
S5: P. fluorescens CHAO.

L’effet d’0O.P dans [I’atténuation du stress salin imposé par les différentes
concentrations de NaCl a fourni des résultats variant selon les especes (Fig. 34)

En premier lieu et en absence de toute contrainte, les O.P quelle que soit leur nature n’ont
présenté aucune activité inhibitrice vis-a-vis des bactéries.

Additionnées a 100 mM de NaCl, la GB et la Pro n’affectent pas la croissance de
bactéries, excepté P. fluorescens CHAO significativement stimulée (P < 0.01) par la GB. Trois
souches ne réagissent pas a I’apport d’extrait de A. halimus : P. putida AF2, P. aeruginosa
RB5 et P. fluorescens CHAO, en revanche, la croissance des 2 autres est largement améliorée
(P <0.001).

L’extrait de U. lactuca améliore considérablement la croissance de toutes les cellules (P <
0.001).

En présence de 300 mM, I’apport exogéne de GB, de proline ou d’extrait d’A. halimus
(séparément) n’exerce aucun effet promoteur de la prolifération de la majorité des souches :
P. putida AF2, P. aeruginosa RB5 et EH4.

La GB restaure la croissance de toutes les souches stressées par la concentration saline
500 mM. Cet effet est tres important (P < 0.001) avec P. putida AF2 et P. fluorescens CHAOQ
et significatif, a P < 0.0 avec P. fluorescens RB13 et P. aeruginosa EH4. La proline exerce le
méme effet que la GB avec légere différence non significative.

L’extrait de U. lactuca a un effet stimulateur plus prononcé que la GB et la Pro ( ex:
P. putida AF2), ou identique a la GB (ex : P. aeruginosa RB5). Pour le reste des bactéries,

les 3 osmoprotecteurs atténuent I’effet stressant du sel avec la méme ampleur.
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A cette méme valeur de contrainte saline, la supplémentation du milieu avec ’extrait d’A.
halimus n’a porté aucun bénéfice aux bactéries, sauf a P. aeruginosa EH4.

A 800 mM, I’effet délétere de NaCl est remarquablement atténué par les différents O.P
employés. Ainsi, la GB agit significativement (P < 0.01) sur P. putida AF2, P. aeruginosa
RB5 et EH4. La croissance de P. fluorescens RB13 est largement rétablie par la GB (P <
0.001).

Dans la majorité des cas, la Pro « osmoprotége » les bactéries avec la méme amplitude que la
GB.

L’extrait de U lactuca présente le méme pouvoir osmoprotecteur que les 2 molécules
synthétiques. Dans le cas de P. fluorescens RB13, son réle de restauration de la croissance est
supeérieur a celui de la Pro (P <0.01).

L’extrait de A. halimus ne permet pas aux bactéries de surmonter le stress de 800 mM, sauf
pour la souche P. aeruginosa EH4.

Il est a noter, enfin, que P. fluorescens CHAO est totalement inhibé par 800 mM, aucune
molécule ne semble efficace.

A 900 mM/ NaCl, P. putida AF2 est inhibé, les molécules osmoprotectrices testées
n’ont aucun effet. Chez P. fluorescens RB13 et P. aeruginosa EH4, seule U. lactuca atténue
considérablement le stress salin. L’extrait d’A. halimus n’assure aucun réle a ce niveau de

stress.
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Fig. 34: Effet de différentes concentrations de NaCl et d’osmoprotecteurs sur la
croissance des 4 souches de Pseudomonas :

A) :P.putida AF2

B) :P.aeruginosa RB5.
C) :P.fluorescens RB13
D) :P.aeruginosa EH4
E) :P.fluorescens CHAO

2-3 Effet du sel et d’osmoprotecteurs sur la germination du blé inoculé
L’effet combiné de 3 parameétres, le sel, les O.P et I’inoculation, sur la germination du
blé dur (Triticum durum var. Mohamed ben Bachir) a été mis en évidence en suivant une

analyse statistique des données par le test d’ Anova.

2-3-1 Effet du sel et d’O.P sur le taux cumulé de germination

L’analyse de la variance du taux cumulé de germination du témoin non inoculé révele
une inhibition significative (P < 0.01) par le NaCl / 200 mM et tres significative par 250 et
300 mM.
A 200 mM, la GB et I’extrait d’algue ont rétablit la germination de blé (Fig. 35). En présence
de 300 mM, I’inhibition de la germination est totale, aucun O.P ne semble efficace (Fig. 36).

En revanche, ’extrait d’A. halimus est tres inhibiteur.
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Fig. 35 : Effet du NaCl/ 200 mM sur la germination du blé

(A droite blé co- inoculé, & gauche non inoculé)
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Fig. 36: Effets de différentes concentrations de NaCl et d’osmoprotecteurs sur le taux

cumulé de germination du témoin non inoculé de blé dur

En absence de stress, 1’inoculation par P. fluorescens RB13 a amélioré sensiblement
(P < 0.05) le taux cumulé de germination. P. fluorescens CHAO et la co-inoculation ont un
effet presque identique (P <0.01) (Fig. 37).

L’analyse de la variance fait ressortir une stimulation nette a 100 mM par la souche de
référence et par les 2 souches co-inoculées, (P <0.05) et (P <0.01) respectivement.
A 200 mM/ NaCl, P. fluorescens CHAO et la co-inoculation améliorent le rendement de
germination qui se situe a des valeurs proches de celles du témoin sans sel.

A 250 mM/ NaCl, la co-inoculation restaure la germination aux méme taux que le témoin.
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A 300 mM/ NaCl, aucune souche n’est efficace.

=) MNon inoculé BE=3 P. fluorescens CHAO
B3 P. fluorescens RB13 Hll Co-inoculation

40

Taux de germination (%)

N
=]
1

= i s 53
NaCl (mM)

Fig. 37: Effets de I’inoculation sur le taux cumulé de germination de blé stressé par

différentes concentrations de NaCl

L’association bactérie-O.P permet de ressortir les observations suivantes en
comparaison avec le témoin inoculé mais sans O.P :
- Au-dela de 200 mM de NaCl, les graines de blé ne s’adaptent pas au stress salin, I’apport
exogene d’O.P synthétique et naturel (extrait aqueux de U. lactuca) a soutenu partiellement
leur pouvoir germinatif (Fig. 38 A et B).
- En présence de 200 et de 300 mM/ NaCl, la co-inoculation du blé combinée a un apport
d’0.P, a favorisé la germination de fagcon équivalente a celle du témoin (Fig. 38 C).
A toutes les teneurs salines testées, I’algue est aussi efficace que la GB et la Pro.

L extrait aqueux de A. halimus exerce une inhibition prononcée de la germination.
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Fig. 38 : Effet du sel et d’OP sur le taux cumulé de germination de blé inoculé par les

Pseudomonas fluorescents spp.

A) P. fluorescens RB13
B) P. fluorescens CHAO
C) A+B (Co-inoculation)

2-3-2 Effet du sel et d’OP sur le poids frais et sec du blé inoculé
Le poids frais du mélange végétal est fortement affecté par la salinité du milieu.
Le poids frais des échantillons non inoculés révele une chute sensible de leur poids frais a

partir de 200 mM ; les O.P sont des stimulateurs assez nets (Fig. 39).
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Fig. 39: Effet du sel et d’osmoprotecteurs sur le poids frais du blé non inoculé

L’inoculation par les souches de Pseudomonas restaure la germination du blé, se
traduisant par une ameélioration dans le poids frais. Ainsi, la co-inoculation des graines 2

augmente la biomasse végétale (poids frais) (Fig. 40).
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Fig. 40 : Effet de ’inoculation et du stress salin sur le poids frais du blé
La combinaison de I’inoculation/ O.P améliore nettement le poids frais a partir de 200

mM/ NaCl. L’effet de I’extrait aqueux de U. lactuca est trées marqué et est meilleur que celui
de la GB et la Pro (P <0.001) (Fig. 41).
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Fig. 41: Effet de sel et d’osmoprotecteurs sur le poids frais du blé inoculé par les

Pseudomonas fluorescents spp. :
A: P. fluorescens RB1
B: P. fluorescens CHAOQ

C: A+B (co-inoculation)
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Le poids sec des plantes est fortement affecté par le sel. L’effet inhibiteur est évident
en présence de 100 mM. La co-inoculation renforce nettement la résistance des graines
stressées méme a 250 mM/ NaCl. A 300 mM, I’inhibition est totale (Fig. 42)
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Fig. 42: Effet de I’inoculation sur le poids sec de blé stressé par NaCl

L’apport exogéne de GB, de Pro et d’extrait de U. lactuca compense I’effet de sel sur
la biomasse seche par rapport aux résultats enregistrés en présence de 200 et 250 et 300 mM/
NaCl (Fig. 43 : A, B, C). Ces concentrations étant inhibitrices de la germination , les 3 O.P
sont restaurateurs du poids sec (P < 0.01). Exceptionnellement et en présence de 200 mM,
I’extrait de U. lactuca manifeste un grand pouvoir de restauration, équivalent a celui du

témoin (0 mM) avec les graines inoculées avec P. fluorescens CHAO et ceux co-inoculées

(Fig. 43 : B et C).
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Fig. 43: Effet de sel et d’osmoprotecteurs sur le poids sec du blé inoculé par les
Pseudomonas fluorescents

A) P. fluorescens RB13
B) P. fluorescens CHAO
C) A+B (Co-inoculation)

2-4 Effet du sel, de la GB et de I’extrait de U. lactuca sur la germination du

blé co-inoculé par P. fluorescens RB13 et P. fluorescens CHAO

Au terme de 15 jours de culture sur milieu MS dans des conditions contrélées, le stade
2 a 3 feuilles est atteint (Fig. 44 et 45). Les feuilles sont alors lavées et 1égérement essorées
sur du papier filtre et soumises a 1’étude des caractéres morphologiques et biochimiques

traduisant 1’effet des traitements subis.
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Fig. 44 : Germination du blé sur milieu MS a 100 mM / NaCl
Al : non inoculé
B1: co- inoculé
C1GB: Co- inoculé+ GB

Fig. 45 : Germination du blé sur milieu MS a 200 mM / NaCl

A : Non inoculé

B : Co-inoculé (a gauche) et co-inoculé + GB (a droite)

C : Co-inoculé + Extrait aqueux d’algue
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2-4-1 Caractéres morphologiques
a- Partie aérienne

La longueur de la partie aérienne décline proportionnellement avec 1’augmentation du
stress salin (200 mM) (Fig. 46). La co-inoculation par P. fluorescens RB13 et CHAO est
bénéfique sur I’élongation de la plante en absence de NaCl (P < 0.05).
La concentration saline 100 mM inhibe fortement la croissance végétale du témoin non
inoculé (P < 0.01), et modérément (P < 0.05) celle des graines co-inoculées. Seulement, a
cette méme contrainte, le lot inoculé est fortement stimulé (P < 0.001) par rapport au lot
témoin. L’analyse de la variance dénote une reprise de 1’élongation végétale au méme niveau
que le témoin en absence de stress salin.
A 200 mM, les deux bactéries combinées n’ont pu surmonter 1’effet délétére du NaCl.

(A)

(B)
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C)
Fig. 46 : Effet du sel sur la longueur de la plante de blé :

A) :Noninoculé
B) :Co-inoculé
C) :Co-inoculé + GB

Une restauration partielle notable (P < 0.001) de 1’élongation est enregistrée, comparée au
traitement 200 mM non inoculé (Fig. 47).
A 100 mM, I’apport d’O.P (synthétique ou naturel) améliore la croissance par rapport au
témoin non inoculé ; ’effet marquant étant celui de ’extrait de U. lactuca (P < 0.001). Par
rapport au traitement 100 mM combiné & une co- inoculation, les O.P ne présentent aucun
effet.
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Fig. 47: Effet de sel et d’osmoprotecteurs sur la longueur de la partie aérienne du blé

co- inoculé.

En présence de la concentration saline inhibitrice (200 mM), une supplémentation du
milieu MS de GB et d’extrait d’algue stimule le développement du blé (P < 0.05).
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L’analyse de la variance relative a I’évaluation de la production de la biomasse fraiche
et seche a abouti aux constatations suivantes. Une amélioration de la croissance du blé co-
inoculé par rapport au témoin non inoculé (0 mM/ NaCl) se traduit par un accroissement
significatif (P < 0.01) du poids frais (Fig. 48) et tres significatif (P < 0.001) du poids sec des
feuilles (Fig. 49).

Le méme constat est noté quand le milieu MS est additionné de NaCl /100 mM. Comparé au
témoin non inoculé sans sel, la co-inoculation restaure la production de biomasse fraiche et
seche avec une différence non identique. Le méme effet osmoprotecteur est assuré par la GB
et I’extrait de U. lactuca dans le cas du poids frais. S’agissant du poids sec, un role notoire

(P < 0.05) est obtenu en présence de GB. L’extrait de U. lactuca atténue considérablement
I’effet de NaCl.

Le stress imposé par 200 mM/ NaCl agit tres fortement sur la production de biomasse
vegétale. Les lots de blé co-inoculés par les 2 souches de Pseudomonas ont permis un
rétablissement du rendement aussi bien de la matiere fraiche que seche a une valeur
équivalente a celles du lot non inoculé non tressé.

A 200 mM/ NaCl, aucune différence sensible n’est observée entre le lot inoculé et

supplémenté d’O.P et le lot non inoculé en absence de sel.
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Fig. 48 : Effet du sel et d’osmoprotecteurs sur le poids frais du blé co-inoculé
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Fig. 49: Effet du sel et d’osmoprotecteurs sur le poids sec du blé co-inoculé

b- Partie racinaire

Le nombre de racines formées au cours des différents traitements est le premier
parameétre étudié.
- En absence de sel, aucune différence significative n’est notée entre les différents lots
(Fig.50).
- La concentration saline 100 mM n’inhiba pas la formation des racines. L’inoculation et les

O.P sont sans effet.

- 200 mM/ NaCl réduit notablement (P < 0.05) le nombre de racines des graines non
inoculées. En revanche, le lot de blé co-inoculé a un nombre de racines identique a celui du
lot non inoculé a 0 mM. Aucune différence significative n’est notée entre le lot inoculé et

celui supplémenté d’osmoprotecteurs (Fig. 50)

10 B Hon inoculé B Inoculé+GB
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Fig. 50 : Effet du sel et d’osmoprotecteurs sur le nombre de racines de blé co-inoculé
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Le stress salin agit de facon évidente sur la longueur des racines du blé. En effet,
NaCl/ 100 mM est sans effet visible sur les graines non inoculées (Fig. 51), mais freine
fortement 1’élongation racinaire du lot co-inoculé (P < 0.001). Cependant, la longueur
enregistrée est du méme niveau que celui du lot non inoculé en absence de sel. Elle est plus
importante que celle du groupe de blé non inoculé & 100 mM. A cette concentration, 1’apport
de GB et de U. lactuca exerce le méme effet que le lot inoculé.

200 mM est fortement inhibitrice du développement racinaire (P < 0.01) aussi bien des
graines non inoculées que celle inoculées. Toutefois, le lot traité avec les Pseudomonas a
montré une tolérance significative (P < 0.05) par rapport a celui non inoculé. L’ajout d’O.P au

lot inoculé donne des longueurs proches de ceux du lot non inoculé 8 0 mM (Fig. 51).
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Fig. 51 : Effet du sel et d’osmoprotecteurs sur la longueur des racines de blé co-inoculé

Une diminution de poids frais des racines est constatee, elle dépend de I’intensité du
stress imposé aux plantules de blé est noté (Fig. 52) :

- En absence de sel, le poids frais des racines du lot co-inoculé est nettement amélioré
(P <0.001) par rapport a celui non inoculé.

- Confronté a 100 mM de NaCl, les racines des graines non inoculés sont chétives (P <
0.001), tandis que celles inoculées conservent leur pouvoir de formation intact.
La co-inoculation associée a un apport d’O.P (GB et I’extrait de U. lactuca) augmente
tres fortement le rendement pondéral des racines en comparaison avec le groupe non
inoculé.

- L’effet déletere de 200 mM/ NaCl sur le poids frais des racines, inoculé ou non, est
tres remarquable (P < 0.001). Aucune atténuation du stress n’est obtenue par tous les
O.P utilisés (Fig. 52).

116



0.25+
=3 Hon inoculé. B Inoculeé+GB
E3 nocule Bl |nocule+U . lactuca

0.20+

= p.15- T
o
=
=
oY
=
S o0.10
0.05-
e=—1
0.00- . 'fl . — .
> RS <
NacCl (mh1)

Fig. 52 : Effet du sel et d’osmoprotecteurs sur le poids frais des racines de blé co-inoculé

2-4-2 Caractéres biochimiques
a- Taux de proline

L’analyse de la variance concernant le contenu en proline des feuilles de blé a permis
de constater un accroissement de 1’accumulation de cet acide aminé en fonction de I’intensité
de la contrainte osmotique (Fig. 53).

En absence de tout stress osmotique la proline est accumulée d’une fagon équitable au
sein des différents traitements.

La teneur en NaCl/ 100 mM stimule considérablement 1’accumulation de proline chez
le groupe des plantules issues de graines non inoculées (P < 0.05). En revanche, chez les
feuilles de graines co-inoculées et/ou supplémentées d’O.P, le taux de production est
inchangé.

A 200 mM/ NaCl, une accumulation importante de proline est observée dans toutes les
feuilles stressées. Cependant, les échantillons issus de graines inoculées ainsi que ceux ayant
germé sur milieu additionné de GB ou d’extrait de U. lactuca, manifestent une chute sensible

(P <0.01) par rapport au témoin non inocule (Fig. 53).
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Fig. 53 : Effet de sel et d’osmoprotecteurs sur le contenu foliaire en proline endogene de
blé dur co-inoculé

b- Taux de chlorophylle

La chlorophylle (a, b et totale) est amplement affectée par la concentration saline
NaCl/200 mM (Fig. 54). La co-inoculation par les 2 souches de Pseudomonas restaure
remarquablement (P < 0.05) et (P < 0.01) la synthése des chlorophylles a et totale,
respectivement. Le traitement réunissant co-inoculation et O.P révele une amélioration trés
importante (P < 0.001) de la production de chlorophylles (a et totale) aprés addition de GB.
Le méme résultat est obtenu (P < 0.01) en présence d’extraits de U. lactuca dans le milieu de
germination. L’analyse de la variance montre une inhibition trés nette des pigments
chlorophylliens b du lot non inoculé et aucune réponse positive aux différents traitements
n’est enregistrée. De méme, cette chlorophylle est tres fortement affectée (P < 0.001) par le
NaCl/ 100 mM chez le lot non inoculé et d’un degré moindre (P < 0.05) chez celui inoculé.
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Fig. 54 : Effet de la co-inoculation sur le taux foliaire de chlorophylles en présence de sel
et d’osmoprotecteurs.

A:chla;B:chlb; C: Chltotale (a+b)

Par contre, les pigments caroténoides augmentent avec le stress salin. Ainsi, en
présence de 200 mM/ NaCl, 1’élaboration de ces derniers par le lot non inoculé est nettement
stimulée (P < 0.05). La co-inoculation atténue considérablement 1’effet nefaste du sel (P <
0.05) alors que 1’addition d’extrait d’algue ou de GB renforce remarquablement (P < 0.01) le
réle des 2 bactéries (Fig. 55). Le NaCl/ 100 mM n’induit pas la production des caroténoides et

aucune différence notable n’est enregistrée entre les traitements appliqués.
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Fig. 55: Effet de sel et d’osmoprotecteurs sur le taux de caroténoides des feuilles de
graines co-inoculées.

3- Discussion

3-1 Halotolérance des Pseudomonas fluorescents en présence d’O.P

L’étude de I’effet osmoprotecteur des molécules synthétiques et extraits naturels est
réalisée sur milieu minimum contenant une source unique de carbone (glucose) en quantité
précise. En effet, un milieu complexe augmente 1’halotolérance de nombreuses espéces
bactériennes (Ghoul, 1990), I’extrait de levure, par exemple contient de la GB (Empadinhas et
da Costa, 2008).

La GB est testée a une concentration tres faible dans le milieu minimum (1 mM). C’est
la teneur utilisée par la quasi-totalité des chercheurs, bien qu’un effet maximal soit observé
avec des concentrations de 20 uM chez P. aeruginosa (D’Sousa-Ault et al., 1993) ou avec des
teneurs de 1’ordre du nanomolaire chez E. coli (taux réellement trouvés dans la nature)
(Cosquer et al.,1999 ).

La cultivabilité chez la majorité des souches testées décline déja a 500 mM. La souche
P. fluorescens CHAO est particulierement totalement inhibée. Les 2 P. aeruginosa résistent a
ce taux de salinité, ceci pourrait étre lié a des facteurs proprement génétiques ; P. aeruginosa
EH4 originaire de 1’endosphére de I’halophyte A. halimus disposerait comme tout
microorganisme halophile d’un cytoplasme « salin » équipé d’enzymes riches en acides
aminés strictement dépendants des ions K™ ou Na* pour leur activité (Empadinhas et da Costa,
2008). Les recherches menées par D’Souza-Ault et al. (1993) et par Masher et al. (2000) ont

confirmé une inhibition de P. aeruginosa par une concentration de 700 mM.

120



En présence de NaCl/ 800 mM, toutes les espéces de Pseudomonas fluorescents sont
complétement inhibées. Cette concentration est effectivement connue comme telle, en milieu
pauvre, pour E. coli (Le Rudulier et al., 1984), S. thyphimurium (Csonka, 1989), P.

mendocina (Pocard et al., 1994 ).

L’apport exogeéne de GB (1 mM) a des situations stressantes de 500 mM rétablit la
croissance des cellules de P. putida AF2 et de P. fluorescens RB13 au méme niveau que
celles du témoin (sans sel). A 800 mM, les cultures de P. aeruginosa RB5 et P. aeruginosa
EH4 sont totalement réactivées. En effet, ce soluté compatible universel est accumulé
préférentiellement par tous les micoorganismes (Yancey, 2001) du fait de sa compatibilité
avec les fonctions métaboliques méme a de fortes concentrations ou de son transport
énergétiqguement moins exigeant que la synthése de novo (Pocard et al., 1994 ; Diby et al.,
2013). L’augmentation de I’halotolérance par la G.B a été notée chez P. fluorescens et P.
aeruginosa (Smith et Smith, 1989 ; D’Souza-Ault et al., 1993 ), E. coli (Ghoul, 1990),
Bacillus (Boch et al., 1996), Rhizobium (Le Rudulier, 1983) et Azospirillum (Nabti et al.,
2007).
A de fortes concentrations salines, la GB ne restaure pas la croissance totale des cultures
bactériennes testées, elle atténue uniquement leurs effets délétéres. Cette observation
concorde avec celle rapportée par Park et al. (1995): une augmentation du taux de
croissance de Yersinia enterolitica apres addition de G.B, qui reste, cependant, plus faible de
moitié qu’en absence de stress De méme, chez E. coli, ce taux de restauration est seulement
de 45% (Bessieres, 1998).
Dans la présente étude aucune osmoprotection n’est ramenée par la G.B a 900 mM. Cette
molécule atténue mais ne rétablit pas la croissance face au stress osmotique élevé (Gouebset
etal., 1992 ; Park et al., 1995). Cette teneur saline est inhibitrice.
Avec des valeurs de NaCl non stressantes (100 et 300 mM), la GB n’est pas utilisée comme
source de carbone, d’azote, d’énergie et d’osmoprotection. Il est bien évident que la G.B
améliore la croissance des cellules stressées mais non pas de celles non stressées (D'Souza-
Ault 1993; Ko et al., 1994). En effet, et selon Smith et al. (1988), la GB ne peut étre intégréee
dans les composants cellulaires de E. coli et sert uniquement d’osmoprotecteur. Cependant
cette molécule est utilisée par Rhizobium meliloti comme source de carbone et d’azote
(Boncompagni et al., 1997).

La proline peut étre accumulée a des concentrations molaires et contribue a la

stimulation de la croissance de plusieurs especes bactériennes, telles S. thyphimurium et E.
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coli (Le Rudulier et Bouillard, 1983 ; Csonka, 1989). Notre étude met en évidence
I’accumulation de la proline chez les Pseudomonas stressés ; notre reésultat differe, cependant
de ceux d’autres chercheurs qui ne décelent pas cette molécule chez les espéces de ce genre et
particulierement chez P. mendocina (Pocard et al., 1995 ; Miller et Wood, 1996). Cette
variation pourrait étre due a I’utilisation de milieux de culture et de souches différents. Les
tests effectués par nos soins montrent une amélioration trés importante de la croissance des
souches de Pseudomonas méme a des concentrations salines élevées, contrairement a ceux
obtenus par Le Rudulier (1993) qui limite I’efficacité de la proline a des stress osmotiques
modérés. De faibles concentrations (< 1 mM) augmentent la tolérance des bactéries a Gram
négatif (Beumer et al., 1994).

Apres avoir confirmé la présence des 2 molécules osmoprotectrices (GB et Pro) dans
I’extrait hydro-alcoolique de A. halimus par CCM, ce dernier est additionné au milieu de
culture a tous les niveaux de salinité. Aucun effet (inhibiteur ou stimulateur) n’est enregistré
sur 99% des bactéries testées. Méme si cette halophyte est connue pour sa capacité
d’accumuler les deux molécules osmoprotectrices en réponse aux contraintes du sol salin
(Walker et al., 2014), D’extrait de cette plante n’a pas assuré une protection des cellules au-
dela de 300 mM. Ceci serait la conséquence de sa forte dilution dans le milieu (1/100°™). En
outre, il contiendrait déja une teneur en ions Na* et CI” séquestrés dans les vacuoles des
cellules (Rhodes et Hanson, 1993 ; Walker et al., 2014). Il est fort possible que I’extrait
véhiculerait des substances retardant 1’efficacité attendue sur les souches bactériennes. Des
alcaloides cytotoxiques, les isoflavonoides a activité antibactérienne, ainsi que des tanins
(polyphenols), connus pour leur pouvoir a précipiter les protéines et d’inhiber la respiration
bactérienne ont été décrits chez les plantes (Zhu et al., 1997).

La CCM a révélé la présence de GB dans I’extrait hydroalcoolique de U. lactuca,
additionné au milieu de culture, il stimule remarquablement la cultivabilité des cellules
stressées ou non. En effet, cette algue contient divers molécules d’intérét tels les bétaines, les
acides amines, les protéines et le dimethylsulfoniopropionate (DMSP) (Ghoul, 1990 ; Ghoul
et al., 1995). Son rdle osmoprotecteur est prouvé sur plusieurs especes bactériennes : E. coli
(Ghoul et al., 1995), Salmonella thyphimurium (Galinski, 1995), Sinorhizobium meliloti
(Pichereau et al., 1998) et Azospirillum brasilens NH (Nabti et al., 2007) . Ainsi le role de U.
lactuca est équivalent a celui de la GB dans la restauration de 60 % des souches soumises a la

contrainte de 800 mM/ NaCl, au méme niveau que les témoins (en absence de sel).
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3-2 Effet de ’inoculation et des osmoprotecteurs sur la germination du blé
inoculé sous stress salin

La germination est un stade critique dans le cycle de développement des végétaux
(Misra et al., 2004), elle conditionne ’installation de la plante et sa production ultérieure
(Tremblin et Binet, 1984). C’est une phase transitoire entre le stade graine seche et
I’apparition de la radicule. Elle débute avec 1’imbibition des tissus, suivie d’une forte reprise
de I’activité métabolique (Bewley, 1997). La plupart des plantes sont sensibles a la salinité
durant leurs phases de germination et de levée (Rehman et al., 2000). D’aprés Ayres et
Westcot (1994), le blé tolere modérément le sel, sa production est réduite de moitié (50 %) a
une salinité du sol équivalente a 13 dS/ m, a 20 dS/m la perte est maximale (0%).

La vitesse de germination des graines de blé Mohamed Ben Bachir est ralentie a partir
de NaCl/ 100 mM et est davantage inhibée a 250 et 300 mM. En effet, a des teneurs élevées,
le sel, toxique, affecte la viabilité des graines en réduisant I’utilisation des réserves des
semences (Munns, 2002) et en modifiant I’activité des enzymes du métabolisme des acides
nucléiques (Gomes-Filho et al., 2008). L’inhibition serait essentiellement de nature
osmotique : le sel empéche I’imbibition des semences (Katembe et al., 1998) suite a une
diminution de I'afflux d'eau nécessaire au déroulement des réactions métaboliques impliquées
dans le processus de germination (Greenway et Munns, 1980). Le ralentissement de la vitesse
de germination pourrait étre attribué au temps nécessaire aux graines pour déclencher les
mécanismes nécessaires pour ajuster leur pression osmotique (Jaouadi et al., 2010).

Dans la présente étude, il semble qu’a des teneurs salines élevées (200, 250 et 300 mM),
I’absence de germination est due a la toxicité lié¢ & I’accumulation des ions Na® dans
I’embryon (Guerrier, 1983). Cette situation conduit & une inhibition osmotique (Bliss et al.,
1986) avec pour conséquence une modification du métabolisme protéique (Dantas et al.,
2007) et une utilisation limitée des réserves de semences (Othman et al., 2006). Une
perturbation de I'équilibre hormonal est également évoqué (Khan et Rizvi, 1994); la
production d’auxines et de gibberellines est fortement inhibée, réduisant le pourcentage de
germination (Werner et Finkelstein, 1995).

Les résultats obtenus confirment ceux d’études antérieures mettant en évidence 1’action
dépressif du sel sur la capacité germinative des graines de blé (Ben Naceur, 2001 ; Gholamin
et Khayatnezhad, 2011 ; Mahmoodzadeh et al., 2013 ; Mrani Alaoui et al., 2013). Ces auteurs
notent un faible pourcentage de germination a 160 mM/ NaCl et I’arrét du développement

apres quelques jours.
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L’effet négatif de NaCl sur la germination se répercute sur le développement de la plante au
cours des 11 jours de croissance. Selon Zhu et al. (2004), la salinité engendre un retard de
germination et affecte négativement la longueur de la coléoptile et le développement du
systéme racinaire. La conséquence est une mauvaise levée des plantules.

Sous stress salin, la radicule est plus sensible que la coléoptile, ce qui corrobore les
observations de Radhouane (2008).

De plus, la réponse a la salinité differe selon le stade de développement de la plante testée.
Ainsi, pour le blé, les stades de germination et d’émergence sont les plus affectées, une
salinité du sol comprise entre 14 et 16 dS/ m déclenche une chute de 50 % de la levée des
plantules (Ayres et Westcot, 1994). Cette constatation est confirmée par Radhouane (2008), la
longueur de la coléoptile et de la radicule influe sur celle de la plante, une courte coléoptile
est caractéristique d’une population a courte paille.

Pour évaluer I’impact de I’inoculation sur la germination du blé, deux souches : P.
fluorescens RB13 et CHAO sont utilisées. Ce choix est basé sur 3 caractéristiques principaux :
la non pathogénicité, 1’activité promotrice de la croissance végétale a travers la synthése de
biomolécules efficaces et enfin 1’halotolérance. En effet, les espéces de P. aeruginosa sont
omises de cette selection vue leur pathogénicité probable. Les 2 bactéries retenues sont
légérement stimulées par 300 mM/ NaCl. A 500 mM, la souche RB13 voit sa croissance
chuter considérablement pour étre complétement inhibée au-dela de cette teneur, alors que la
prolifération de CHAO est totalement affectée a cette valeur. Oren (2006) qualifie comme
« légerement halophiles » les bactéries croissant mieux dans des milieux contenant 200 a 500
mM de sel, tout en mentionnant 1’existence de microorganismes halotolérants ne nécessitant
pas de fortes concentrations pour leur survie, mais sont capables de subsister a de fortes
quantités. Une fois inoculées a des semences cultivées dans un sol salé : > 4 dS/ m ~ 36 mM
(Bui, 2013), elles supportent un tel stress.

L’inoculation préalable des graines de blé avec ces 2 souches, avant leur exposition au stress
salin, a fourni des résultats positifs quant a 1’amélioration de pourcentage et du taux cumulé
de germination. Le méme résultat est obtenu par Abbaspoor et al. (2009) en utilisant P.
fluorescens 153 et putida 108. De méme Nabti et al. (2010) et Silini et al. (2012) arrivent aux
mémes observations suite a la bactérisation du blé sous stress salin par Azospirillum
brasilense NH et Azotobacter vineladii, respectivement. Selon Yao et al. (2010), I’inoculation
du coton avec P. putida Rs-198 stabilise effectivement le stade germination. La combinaison
des 2 souches est plus performante. En plus de leur halotolérance, elles sont douées de
capacités stimulatrices de la germination déja prouvées par nos soins. Ce role important des 2
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bactéries dans la restauration de la germination des semences sous stress salin serait dd a la
synthése de phytohormones : gibberellines et auxines.

Effectivement, les bactéries utilisées élaborent des quantités importantes d’AIA et en
particulier P. fluorescens CHAO. Dans des conditions salines, la production de ce
phytostimulateur est seulement réduite. Cette constatation existe chez P. fluorescens
(Egamberdieva, 2012), A. brasilense (Nabti et al., 2007) et Azotobacter vinelandii (Silini et
al., 2012).

De méme, les inocula producteurs de I’AIA, gibberellines et cytokinines pourraient
approvisionner la graine en ces hormones, responsables de la germination et améliorer le
rendement des graines.

La libération d’exopolysaccharides, une stratégie de capture des ions Na®, est détectée chez
plusieurs especes PGPR capables d’aider les plantes a surmonter le stress. Selon Ashraf et al.
(2004), I’inoculation de blé par des espéces de Bacillus et de Pseudomonas productrices de
cette molécule stimulent la germination et réduisent 1’absorption des Na* par les graines.

L’apport exogeéne d’O.P : GB, Pro (5 mM) et I’extrait aqueux de U. lactuca a stimulé
fortement la germination des semences de blé, inoculées ou non, et a amélioré leur taux de
germination cumulé.

Le traitement des semences de blé avec la GB est un moyen hautement bénéfique lors
de son application au cours de nos expériences. Dans la littérature scientifique, 1’application
de ce soluté compatible est limitée aux stades post-germinatifs des plantes. Plusieurs
recherches attestent de 1’effet positif de son application exogeéne sur la croissance et le
rendement final de la plante (Yang et Lu, 2005). Suite a la pulvérisation des feuilles par la
GB, cette dernicre est transférée aux autres organes pour stimuler I’lalotolérance de la plante
(Makela et al., 1998). Cependant, la concentration de GB adéquate pour une bonne protection
reste a déterminer pour chaque espece et selon le stade de développement de la plante : 0.5 M
présente un effet délétere sur le riz, par contre la présence de 0.1 mM dans la solution
nutritive réduit le taux de Na* et améliore sa croissance (Lutts, 2000). Dans la présente étude,
5 mM de GB est une concentration suffisante pour une amélioration notable de la germination
de blé, résultat en accord avec celui de Silini et al. (2012). Au champ, l'application la plus
efficace utilisée est le traitement des semences a un taux de 1,1 kg GB / ha (Ashraf et Foolad,
2007).

Le traitement des semences par la proline stimule efficacement la germination au méme titre
que la GB. Cette constatation existe, par exemple, chez la luzerne a 10 mM (Ehsanpour et
Fatahian, 2003) et le riz & 1 mM (Xavier et al., 2011). De méme Lone et al. (1998) rapportent
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une chute d’accumulation de Na® et CI” et une croissance optimale chez I’embryon d’orge
suite & un apport exogéne en proline intervenant dans la stabilise la membrane plasmique
(Mansour, 1998).

L’utilisation d’extrait de 1’algue U. lactuca (2%) comme source d’osmoprotection

naturelle restaure sensiblement la germination du blé, inoculé ou non, sous stress salin allant
jusqu’a 250 mM de NaCl. Ce résultat rejoint celui obtenu par lbrahim et al. (2014) suite a
I’utilisation d’un extrait aqueux a 10%. La teneur adoptée au cours de la présente étude, est
suffisante pour protéger considérablement la phase initiale de croissance.
Selon I’analyse biochimique réalisée par Ibrahim et al. (2014), U. lactuca est une source de
diverses molécules dont 1’acide ascorbique (0.146 mg/ g), GB (1.146 m/ g), Pro (0.78 mg/ Q)
et le gluthation (0.071 mg/ g) requis pour I’induction d’enzymes antioxydantes responsables
de I’atténuation du stress oxydatif engendré par la salinit¢é (Hemida et al., 2014). De plus,
cette algue est connue comme étant une excellente source de composes bioactifs tels que les
acides gras essentiels, vitamines, acides aminés, minéraux et d’autres substances favorisant la
croissance des plantes (Ibrahim et al., 2014).

L’extrait de I’halophyte A. halimus a, néanmoins inhibé tres fortement la germination
méme en absence de stress. Ceci pourrait étre lié a la nature de préparation de I’extrait. Cette
halophyte adopte aussi comme moyen de détoxification 1’accumulation des ions Na® (et
d’autres anions) dans ses tissus en les stockant dans la vacuole (Walker et al., 2014). La
valeur de la conductivité électrique de I’extrait (2,30 mS/ cm) est soustraite lors de la
préparation de chaque concentration saline. Toutefois I’inhibition quasi-totale de la
germination a eu lieu méme a 0 mM. Cette halophyte était choisie car elle est connue par une
accumulation cytoplasmique notable de solutés compatibles spécialement la GB et la Pro
(Walker, 2014) ; donnée confirmée par une CCM avant application.

L’impact de 2 paramétres, a savoir co-inoculation et O.P (GB, Pro et extrait de U.
lactuca) a donné lieu & une amélioration importante de la germination par rapport aux lots non
inoculé et inoculé avec une seule souche. Les deux souches P. fluorescens RB13 et CHAOQ

agissent en synergie aboutissant a un résultat bénéfique pour la graine stressée.

L’effet du sel sur les parametres physiologiques et biochimiques du blé est déterminé,
in vitro, sur milieu hydroponique enrichi en macro- et microéléments.
Méme si les graines testées soient en stade post-germinatif, elles supportent mal

I’action délétére de 200 mM/ NaCl et arrétent leur croissance au stade épicotyle, résultat en
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conformité avec celui de EI Sharkawi et Springuel (1979). Tous les caracteres
morphologiques sont alors atteints.

La croissance de la partie aérienne et racinaire, ainsi que le nombre de feuilles et de
racines, sont négativement affectés par la salinité, une réduction du nombre et de la longueur
de ces 2 parties est alors observee. Ceci serait le résultat d’une atteinte au niveau cellulaire. Le
nombre de divisions, étant ralenti et totalement inhibé a 200 mM/ NaCl, conduit & une sorte
de tubérisation ou lignification du systeme racinaire permettant a la plante une entrée en vie
ralentie, en attendant que les conditions redeviennent favorables (Fraser et al., 1990). Les
études menées par Termaat et al. (1985) sur le blé et I’orge attribuent ce phénoméne de
réduction de la longueur de la partie aérienne a une synthése importante au niveau racinaire,
de certains régulateurs de croissance notamment ’acide abscissique et une réduction des
cytokinines (Fahad et al., 2015).

Le nombre et la longueur des racines chutent considérablement a 200 mM/ NaCl.
Cette constatation est rapportée par les recherches de Suhayda et al. (1992) notant une
diminution de 1’¢longation du systéme racinaire chez ’orge a des concentrations élevées de
NaCl (100 a 200 mM), conséquence d’une accélération préférée de la croissance de la partie
aerienne afin de déclencher le processus photosynthétique. Celui-ci fournira 1’énergie
nécessaire au bon déroulement des stades ultérieurs du développement végétal (Bayoumi et
al., 2008).

La production de biomasse, exprimée en termes de poids frais et sec des 2 parties

aérienne et racinaire, est largement affectée par le degré de salinité du milieu, spécialement a
200 mM/ NaCl. Une inhibition de I’absorption du potassium et du calcium et de leur transport
vers les parties aériennes seraient la cause principale de cette chute (Zhu 2003 ; Munns et al.,
2006). Selon Demidchik et Tester (2002), le calcium est nécessaire pour le rétablissement du
rapport K*/ Na" ce qui favorise la tolérance des plantes a la salinité (Qiu et al., 2002). Un
apport exogeéne de cet elément dans le milieu de culture augmente 1’halotolérance des plantes
(Delian et al., 2014). De plus I’accumulation des ions Na* et CI” dans les feuilles est une cause
principale de sensibilité « ionique » des variétés de blé dur (Watson et al., 2001).
Ainsi, la réduction de la croissance est une stratégie adaptative des plantes aux stress
abiotiques, permettant a la plante de minimiser ses dépenses énergétiques pour faire face au
déséquilibre entre I’intérieur et I’extérieur de 1’organisme avant que les dommages ne soient
irréversibles (Zhu, 2003).

La production de proline compte parmi les paramétres biochimiques étudiés chez les

plantes lors d’un stress abiotique. Aprés 15 jours de croissance sur milieu MS, la production
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de proline chez les jeunes plantules est induite, essentiellement a 200 mM/ NaCl. Ce constat
est similaire dans plusieurs travaux sur le blé tels que Sabry et al. (1995) et Tahri et al.
(1998).

L’accumulation cytoplasmique de cet osmolyte synthétisé de novo restaure la turgescence et
protége les structures des macromolécules et la membrane cellulaire contre la dénaturation
(Le Rudulier, 2005). Elle joue un role évident dans le piégeage des radicaux libres induits par
le stress (Ashraf et Foolad, 2007). D’aprés Roosen et al. (1998), ’accumulation de cet imino-
acide en réponse au stress est la conséquence d’une diminution de la synthése protéique et
d’une reconversion du glutamate en proline.

Le dosage de la chlorophylle dans les feuilles des jeunes plantules est un autre critére

important qui rend visible la conséquence de 1’exposition au sel pendant 11 jours. Les
résultats visualisent une atteinte du processus photosynthétique. A 100 Mm, la chl a n’est pas
affectée, une chute importante existe en présence de 200 mM, par contre la chl b chute trés
significativement (P < 0.001) a partir 100 mM, résultat analogue a ceux de Amirjani (2011).
La chlorophylle totale baisse fortement (P < 0.001) quand la teneur de NaCl est maximale.
En effet, les études montrent une atteinte de la structure des chloroplastes dans des conditions
de stress entrainant une désorganisation des systemes granaires et lamellaires (Keiper et al.,
1990 ; Ben Khaled et al. (2003). La perméabilité des membranes thylakoidiennes aux ions
Na® et CI™ est faible ce qui permettrait le maintien d’une certaine capacité photosynthétique
sous la contrainte saline (Flowers et Yeo, 1995). L’accumulation des espéces réactives de
I'oxygéne (Reactive Oxygen Species, ROS), tel que I'ion superoxyde active dans les tissus,
favoriserait I'oxydation des lipides membranaires (Hernandez et al., 1995).

Suite & la génération de radicaux libres dans les chloroplastes, les caroténoides
prennent le relais. Il s’agit de pigments jaunes protégeant la chlorophylle des phénomeénes
d’oxydation causes par les especes radicalaires (Sandmann et al., 2006), en plus de leur
intervention dans 1’acte photosynthétique.

Le dosage des pigments caroténoides permet de déceler une augmentation de la synthese en
fonction de la salinité, le taux maximal étant enregistré & 200 mM. En effet, sous ’action
néfaste du sel engendrant une accumulation d’espéces radicalaires et une dégradation
membranaire, la non pigmentation chlorophyllienne laisse apparaitre une étape transitoire de
feuilles colorées en jaune du fait de la présence des caroténoides et de xanthophylle (Los et
Murata, 2004).

En général, il est noté une corrélation négative avec le sel (Murray et Freeman, 1997 ; Saha et
al., 2010), cependant une augmentation significative (P < 0.05) a 200 mM est enregistrée au
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cours de la présente étude. Ceci serait lié a la variété de blé utilisé et au stade de la croissance
végétale concerné par le dosage en ce moment précis. Au cours de la durée de croissance (15
jours), le taux de caroténoides n’est pas totalement affecté, I’absence de ces pigments dans les
feuilles plus agées désorganiserait 1’appareil photosynthétique et causerait une sénescence des
feuilles.

La production de caroténoides par la variété Mohamed Ben Bachir serait- il alors un autre

moyen de résistance au stress ?

La co-inoculation du blé avec les 2 souches de P. fluorescens RB13 et CHAO a donné

lieu a une atténuation du stress imposé sur les caracteres morpho-physiologiques, a savoir :
nombre de feuilles, longueur, poids frais et sec de la partie aérienne, d’une part et nombre,
longueur et poids frais des racines d’autre part. Les taux de proline, de chlorophylle et de
caroténoides des feuilles sont positivement ajustés.
L’avantage de I’inoculation des semences par des PGPR est largement abordé par la littérature
scientifique. Les espéces fluorescentes de Pseudomonas ont attiré beaucoup I’attention vue
leur grande capacité de favoriser la croissance des plantes sous des conditions défavorables.
L’inoculation des graines de blé par P. putida, P. aeruginosa ou P. fluorescens sous stress
salin a amélioré la hauteur des plantules, la longueur de la racine, le rendement des graines, le
taux de chlorophylle et le rapport K/ Na* (Nadeem et al., 2007, 2009 ; Zahir et al., 2009). La
majorité des espéces testées produisent des teneurs considérables d’AIA (Glick, 1995). Ainsi,
les bactéries rhizosphériques supplémentent la plante en cette auxine et participeraient au
maintien de la croissance racinaire et foliaire (Glick, 1995). D’aprés les travaux de
Egamberdieva (2009), la bactérisation du blé par des Pseudomonas a 200 mM/ NaCl a
augmenté de 40% la longueur des racines et de 52% celle des tiges. Les 2 souches utilisées
dans cette étude produisent des quantités importantes de cette auxine : 50,95 pg/ ml (P.
fluorescens RB13) et 88,37 ug/ml (CHAO), alors que de faibles quantités de I’ordre de 10° &
10*? M suffisent pour la croissance primaire des racines (Neuwley et Pilet, 1991)

Chez les plantes, I’éthyléne est parmi les hormones dont la production est stimulée par
le stress salin (Glick, 2005). Les bactéries disposant d’une enzyme ACC désaminase scindent
le précurseur de 1’éthyléne (ACC) et par conséquent abaissent le taux d’éthyléne chez les
plantes affectées par le sel (Glick, 2005) telles que les tomates, poivre et haricot (Mayak et
al., 2004 ; Nadeem et al., 2009). L’inoculation du blé par P. putida et fluorescens possédant

une ACC désaminase retablit toutes les caractéristiques d’un développement normal a savoir :
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un rapport K/ Na* élevé, un taux faible de proline mais élevé de chlorophylle (Nadeem et al.,
2010).

La salinité du sol réduit significativement I'absorption des éléments minéraux, en
particulier le phosphore (P) suite & la précipitation des ions phosphates liés aux Ca*. Ils
deviennent alors inaccessibles aux plantes (Grattan et Grieve 1999). Les bactéries
rhizosphériques peuvent récupérer ces formes en les solubilisant et les rendant de nouveau
disponibles a la plante méme a des teneurs salines élevées (60 g/I) (Son et al., 2006,
Upadhyay et al., 2012). Cependant Cherif- Silini et al. (2013) ont confirmeé une diminution
notable de cette activité au-dela de 4% de NaCl dans le milieu de culture. In vitro, P
fluorescens RB13 et CHAO utilisés comme inocula solubilisent 187,9 et 50.08 pg/ ml
respectivement (Arif et al., 2015). Cette activité serait conservée dans le milieu de
germination (MS) contenant I’¢lément en question, ce qui aurait contribué efficacement a la
levée de I’inhibition et la stimulation de la croissance des plantules.

La colonisation de la plante soumise aux contraintes salines par des rhizobactéries
actives est un atout non négligeable. Par la synthése d’exopolysaccharides (EPS), les bactéries
adhérent a la plante et se lient aux ions, dont les Na®*, ce qui atténue le stress ionique (Ashraf
et al., 2006). En effet, I’inoculation des semences par des espéces de Pseudomonas
productrices d’EPS optimisent tous les parameétres étudiés chez le blé (Ashraf et al., 2006), le
tournesol (Sandhaya et al., 2009) et le mais (Nemat et al., 2012).

L’amélioration des paramétres morpho-biochimiques des plantules de blé est
probablement la conséquence de la capacité de nos inocula a accumuler des osmolytes ou a
les synthétiser a partir des composants du milieu MS. Effectivement, sous 1’impact d’une
pression osmotique du milieu, les bactéries accumulent des solutés compatibles (sucres ou
acides aminés) pour surmonter le stress, comme exemple, citons P. fluorescens MSP-393
capable de produire divers osmolytes tels que 1’alanine, la glycine et 1’acide glutamique (Paul
et Nair, 2008).

Notons, enfin, que les rhizobacteries sont plus halotolérantes que les bactéries du sol (non
rhizosphériques), du fait que la pression osmotique est plus accentuée dans la rhizosphere
suite a I'épuisement de I'eau par les racines (Tripathi et al., 1998).

L’apport exogene d’O.P, en ’occurrence la GB et I’extrait de U. lactuca a favorisé une
restauration de la croissance vegétale avec des valeurs équivalentes ou légerement supérieures
a celle de I’inoculation. Selon la littérature, il n’existe pas de travaux combinant entre
inoculation sous stress salin et apport exogene d’O.P synthétiques ou naturels. Cependant, une

meilleure germination du blé et un bon rendement sont enregistrés par Nabti et al. (2010) et
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Silini (2013), en conséquence a une bactérisation des graines par Azospirillum brasilens et
Azotobacter vinelandii et une addition d’O.P (GB, proline ou extrait de U. lactuca). Les taux
de proline, de chlorophylle et de sucres sont considérablement rétablis.

4- Conclusion

La germination est un critére important ayant des répercussions sur la croissance
ultérieure et le rendement.

Le milieu MS utilisé pour la croissance des plantes et I’étude des pararametres
morpho-biochimiques s’est révélé adéquat pour la germination et la croissance su blé

Les résultats de la présente étude montrent une action négative du sel sur la
germination du blé dur varieté Mohamed Ben Bachir. In vitro, le nombre et la longueur des
racines et des feuilles chutent drastiquement a 200 mM/ NaCl. Les biomasses (fraiche et
seche) de ces deux parties de la plante sont affectées de la méme facon. Le systéme
photosynthétique a travers toutes ses composantes (chl a, chl b et caroténoides) n’est pas
épargné de cette action délétere du sel.

La co- inoculation du blé associée a un apport exogene d’O.P naturel a donné des
résultats encourageants, pouvant étre développées et appliqués in vivo (sur champs) pour une

mise en place d’une agriculture durable dans les régions affectées par le sel.
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Conclusion générale et perspectives

Les microorganismes, par leur diversité, leur activité et leur abondance jouent un
role primordial dans I'équilibre des écosystémes. L’évaluation de la charge bactérienne de 2
écosystemes différents, fertile et salin, a révélé une richesse des rhizospheéres des plantes (blé
et halophyte) par rapport aux sols dépourvus de végetation. Malgré le stress imposé par le sol
salin, I’endosphére de 1’halophyte abrite un nombre considérable de bactéries & Gram-
fluorescents.

Les isolats maintenus sont testés pour leurs pouvoir promoteur de la croissance
vegétale ont pour la plupart manifesté des activités phytostimulantes a travers la synthese
d’AIA et / ou biofertilisante par la capacité de solubilisation des phosphates. Le caractere de
biocontrole est traduit par I’inhibition de phytopathogénes suite a la production d’HCN et / ou
de sidérophores.

Les souches de Pseudomonas fluorescents tolérent des teneurs en sel proches de celles d’un
sol salin. Elles répondant positivement a un apport exogéne d’osmoprotecteurs synthétiques
(GB et Pro) et naturels (extraits de U. lactuca et de A. halimus).

Au-dela de 200 mM/ NaCl la germination est significativement affectée avec des
taux réduits et des biomasses faibles. L’analyse de la variance montre un impact meilleur de
la co-inoculation par rapport a I’utilisation de chaque souche a part. La supplémentation d’O.P
renforce I’effet de I’inoculation sauf 1’extrait de I’halophyte A. halimus qui s’est montré
inhibiteur de la germination, ce qui incite a revoir la maniere de sa préparation.

Les résultats dégages de 1’étude in vitro permettent une compréhension de I’effet du
sel sur les parametres morphologiques, physiologiques et biochimiques du blé, variable selon
le niveau de salinité. La longueur des racines, de la partie aérienne, ainsi que leurs poids frais
et sec attestent 1’effet négatif du stress sur ces différents parametres de croissance. Les
teneurs de proline et de chlorophylle dans les feuilles sont considérablement atteintes en
présence de 200 mM/ NaCl.

Malgré I’effet dépressif du sel, la variété Mohamed ben Bachir co-inoculée par P. fluorescens
RB13 et CHAO en présence ou en absence d’osmoprotecteurs (GB, Pro et I’extrait aqueux de
U. lactua) montre une certaine tolérance du stress salin et ce jusqu’a un seuil critique (100
mM).

Les résultats de cette étude encouragent le passage vers une « bio-agriculture » saine
et bénefique a la santé humaine et a 1’économie nationale. L’exploitation de bacteries

rhizosphériques comme agents de biofertilisation et de biocontrdle s’impose comme une
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alternative aux produits chimiques (fertilisants ou pesticides) tant nuisibles pour
I’environnement que pour la santé publique. Dans les régions affectées par la salinité, un
recours aux osmoprotecteurs naturels pour renforcer les inocula bactériens serait d’un grand

intérét économique.

Les résultats prometteurs de I’inoculation du blé par des souches locales incitent a :

- Poursuivre la recherche de spécimens bactériens tolérants aux stress abiotiques
(secheresse, salinité) a partir d’écosystéemes extrémes (sebkha, désert, zones
arides, ...)

- Evaluer Deffet de stress sur les différentes activités PGPR des souches avant leur
inoculation

- Procéder a la co-inoculation avec des genres bactériens différents (2 ou plus)

- Tester I’effet de I’inoculation et des osmoprotecteurs sur d’autres variétés de blé
utilisés en Algérie

- Mettre au point d’autres techniques simples et fiables d’extraction des molécules

osmoprotectrices a partir des halophytes.

Faire un scanning de plantes halophytes et d’algues marines présentes sur le
territoire Algérien pour tirer profit de notre patrimoine biologique
Enfin, Le passage a des essais sur champs est une obligation pour la confirmation de

données regues in vitro.
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ANNEXES



Annexe 1
Extrait a froid de sol
Le sol séché a I’air est mélangé avec de I’eau de robinet (1 :1) la suspension est laissée a

décanter pendant 2 h puis centrifugee (5,000 x g pendant 20 mn).

Annexe 2

Tampon phosphate (solution stock)
KH,PO, 64 g

Na;HPO, 369

Eau distillée 1000 ml

(pH 7). La solution est stérilisée par filtration (0,2 um).
Annexe 3

Solution nutritive (Solution stock)
Citrate de sodium 10g
Succinate de sodium 10g
Glucose 10g
Fructose 10 ¢
Xylose 10g
Peptone 109
Extrait de levure 109

Eau distillée 1000 ml

Le pH est ajusté a 7 et la solution est stérilisée par filtration (0,2 pm).

Annexe 4
Tampon phosphate

K,HPO, 5,62
KH,PO, 2,13 g
Eau distillée 1000 ml

La solution obtenue est 0,05 M a pH 7,0. Autoclaver ( 121°C, 15 min.).



Annexe 5

King B

Peptone de caséine 10g
Peptone de viande 109
MgSO4, 7H,0 15 g
K,HPO, 1549
Agar agar 12 ¢
Eau distillée  g.s.p 1000 ml
Annexe 6

King A

Peptone de gélatine 20 g
Glycerol 109
K2SO,, 109
Agar agar 15

Eau distillée 1000
Annexe 7

Milieu Luria Bertani (LB) liquide
Tryptone 10g

Extrait de levure 59

NaCl 59

Eau distillée gsp 1000

Annexe 8

Réactif de Salkowski

1 ml de FeCl; a 0,5 M est mélangé avec 50 ml d’acide perchlorique 35% et quelques gouttes
d’acide ortho-phosphorique



Annexe 9

Milieu CAS (Chrome azurol S)

1-HDTMA:

- Dissoudre 1,821g HDTMA (Hexamethylammoniumbromure) dans 40 ml d’eau distillée
- Mettre 10 ml de HDTMA 10 mM dans une éprouvette et compléter a 50 ml (Solution 1)
2- CAS:

- dissoudre 2,7 mg de FeCls, 6 H,O dans 10 ml de HCI 10 mM.

- Dissoudre 1,2 g/ 1 de Chrome azurol (CAS) dans 50 ml d’eau distillée.

- Mélanger les deux solutions pour obtenir une solution violette foncée (Solution 2)

3- Ajouter lentement sous agitation (2) a (1) : Solution de couleur bleu foncée.

4- Solution Pipes (tampon pH)

- Dissoudre 4,307 g de piperazine anhydre dans de 1’eau et ajouter 6,25 ml de HCI 1,2 M
- Ajouter la solution tampon et continuer avec de I’eau distillée jusqu’a 100 ml

Annexe 10

Milieu liquide sucinique (Succinic médium)

K,HPO, 69
KH,PO, 39
MgSO, 7H20 0.2g
(NH,4)2SO4 1g
Acide succinique  4¢g

Eau distillée 1000 ml
pH =7

Annexe 11

Milieu NBRIP (Nautiyal, 1999)

Glucose 10¢
Caz (POy)2 5¢
MgCl,, 6H,0 59
MgSQq, 7H,0 0,25¢
KCI 0,29

(NH4)2$O4 0,1 g



Agar agar 159
Eau distillée g.s.p 1000 ml

Annexe 12
Milieu PDA (Potato Dextrose Agar)

Extrait de pomme de terre 200 g

Glucose 20 ¢
Agar-agar 159
Eau distillée g.s.p 1000 ml
pH final : 5,2

Annexe 13

Milieu de trypticase soja

Peptone de caséine 15¢
Peptone de soja 59
NaCl 59
Agar agar 159
Eau distillée g.s.p 1000 ml
Annexe 14

Réactif de Dragendorff

Solution A ; lodure de potassium a 30 % dans l'eau

Solution B : Carbonate de Bismuth a 8% dans HCI 2 N

Prélever 10 ml de A, les introduire dans une fiole de 200 ml
Ajouter goutte a goutte 10 ml de B ajuster a 200 ml avec HCI 1 N

Annexe 15

Milieu PBS (phosphate buffered saline)

NaCl 8¢
KCI 029
Na;HPO, 1,44

KH2PO, 0.24



Eau distillée 800 mi

Annexe 16

Milieu de germination : MS

NH4NO3 1,650 ¢
KNO; 199
Macroéléments CaCl,-2 H,0 0,449
MgSO.,7 H,0 0,379
KH,PO4 0,170 g
HsBOs3 6,2 mg
MnSO,,7 H,O 22,3 mg
ZnSQO4,7 H,O 8,6 mg
Microeléments Kl 0,83 mg
Na;MoQ,,2 H,O 0,25 mg
CuSOy4, 5 H,0 0,025 mg
CoCl,, 6 H,O 0,025 mg
Fer FeSO,7 H,O 2,78 g
Saccharose 30¢
Agar 749

Annexe 17

Milieu de germination « Seed-Germinating Agar »

Peptones
Extrait de levure
Glucose

Agar

0.1g
0.1g
10 g
159
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Abstract

Fluorescent Pseudomonas spp. are an important group of plant
growth promoting rhizobacteria (PGPR). They increase the growth of their
host plant directly or indirectly. In this study, 3 Fluorescent pseudomonads
were isolated from the wheat rhizosphere and one from the endophyte of the
halophyte Atriplex halimus. Based on biochemical, physiological reactions
and 16S rRNA gene sequences, the isolates were identified as Pseudomonas
putida AF2, P. aeruginosa RB5, P. fluorescens RB13 and P. aeruginosa
EHA4. These strains and P. fluorescens CHAOQ were screened for their PGPR
activities. All the strains solubilized phosphate with a maximum of 187.9 ug
/ ml. P. fluorescens CHAO produced a significant amount (88.37ug/ml) of
IAA. The siderophores production by all the strains was proved and the
percent of production varied from 38 to 46. The strains produced HCN,
protease and amylase. Mycelial growth of F. oxysporum and A. alternata
was strongly reduced in the presence of antagonistic fluorescent
Pseudomonas spp., with the inhibition rate varying between 25 to 38% and
17 to 27%, respectively. On the basis of excellent growth promoter,
biocontrol activities, the fluorescent Pseudomonas spp. tested could be
applied as inoculants of wheat for sustainable agriculture in salty soils.

Keywords: PGPR, Phosphate solubilization, siderophores, Indole acid
acetic, HCN



Introduction

The rhizosphere, fraction of soil rich in root exudates, is occupied by
various bacterial groups named rhizobacteria. Pseudomonas fluorescent spp. are
among the most important plant growth-promoting bacteria (PGPR). The
majority of the species of this group enhances plant growth by number of direct
and indirect mechanisms (Glick et al., 2007). Some species can be considered as
biofertilization agents, they provide plants with required nutrients like fixed
nitrogen, phosphorus and iron. About 20% of the fixed atmospheric nitrogen are
attributed to the non-symbiotic bacteria, such as Pseudomonas (Sexana and
Tilak, 1989). Phosphorus is also a limiting element for plants. They can only
absorb the soluble forms provided by rhizobacteria, like fluorescent
Pseudomonas spp., either via the mineralization of organic phosphate (by
phosphatases), or via the solubilization of inorganic phosphate (by the effect of
acids) (Lemenceau, 1992) Iron is another essential element for plant nutrition;
however, it is slightly soluble in the soil solution (Verma et al., 2010). In order
to sequester iron, the microorganisms release siderophores (molecules with an

exceptionally high affinity for Fe+3). Consequently, they make this element
available in the rhizosphere and contribute to the stimulation of the plant growth
(Lemenceau 1992). Fluorescent Pseudomonas spp. can also produce plant
growth regulators (phytohormons) involved effectively in elongation of plants
(Patten and Glick, 2002) such as: auxins, gibberellic acid, cytokinins and
ethylene. Indole acetic acid (IAA) is the most important group of Auxin, it
affects both plant growth promotion and root nodulation (Ashrafuzzaman et al.,
2009). Fluorescent Pseudomonas species occupy an important place as
biological control agents. They produce a wide range of antifungal metabolites,
which protect the plant against phytopathogens (Haas and Defago, 2005).
Several mechanisms are solicited in this effect. The production of a variety of
antibiotics is an essential characteristic of fluorescent pseudomonads. The best
known are phenazine-1-carboxylic acid (Ownley et al., 2003), 2 - 4 -
diacetylphloroglucinol (Scharifi-Tehrani et al., 1998), the pyoluteorin
(Maurhofer et al., 1995) and hydrogen cyanide (HCN) (Lemenceau, 1992).
These species can control the growth of pathogens by competing for nutrients
such as carbon (Lemanceau et al., 1988) and iron chelated by siderophores, thus
making it unavailable for other phytopathogens (Lemanceau et al., 2009). Some
biocontrol Pseudomonas produce lytic enzymes, which can lyse a part of cell
walls of some phytopathogens fungi. The most known are: chitinases, cellulases,
proteases, B-1,3 glucanases (Compant et al., 2005). Some species may have a
protective effect by stimulating inducible defence mechanisms that make the
host plant less susceptible to a subsequent pathogen attack (Van Loon, 1998). In
addition, PGPR may contribute to the improvement of the plant resistance to



biotic and abiotic stresses such as salinity, drought (Nadeem et al ., 2012; Ali
et al. 2014), deficiency in nutrient elements (Sheng, 2005) and toxicity of
heavy metals (Islam et al., 2014).

In the context of improving the productivity of wheat in Algeria -
especially in soils affected by salt and drought-, the use of Fluorescent
Pseudomonas species as seed inoculants, could promote growth and increase
the crop yield by alleviating salt stress on plants. For this purpose,
indigenous bacteria isolated from wheat rhizosphere and the endosphere of
the halophyte Atriplex halimus were screened for their plant growth
promoting properties.

Materials and methods
Isolation of fluorescent Pseudomonas spp.

The study was conducted on 2 samples of soil, the first belongs to the
rhizosphere of durum wheat (Triticum durum) (fertile soil: conductivity 486
puS/cm at 20 ° C; pH 7.25), the second one is derived from the endophyte of
the halophyte Atriplex Halimus (saline soil or Sebkha: conductivity: 4.09
mS/cm at 20°C; pH 7.30) (Fig.1). The roots were gently removed from soil
on three different points and placed in plastic bags sterilized by UV and
transported to the laboratory in a cooler and kept in the refrigerator (4 ° C)
for later use.

= ~

Figure 1: Phooshowin the appearanc of A. halimus

For a selective isolation of fluorescent Pseudomonas species, the
selective Gould’s S 1 medium was used (Gould et al., 1985). The medium
contains (per liter): 18 g of agar, 10 g sucrose, 10 ml of Glycerol, 5 g of
casamino acids, 1 g of NaHCOz , 1 g MgSo4, 7 H20, 2,3 g K2HPO4, 1.2 g
sodium Lauroyl Sarcosine (SLS) ad 20 mg of trimethoprim. Sterile solution
of trimethoprim (Millex filter, porosity 0, 22 pm) was added after
autoclaving of the medium (121 ° C, 15 min) and cooling to 40 ° C. The final
pH of the medium is 7.4 to 7.6; no adjustment was required.

To isolate the fluorescent Pseudomonas from the rhizosphere of
wheat, non-rhizospheric soil was removed by shaking vigorously. Ten grams
of soil strongly attached to the roots were stirred with 90 ml of sterile 0. 05
M buffer phosphate (pH 7.0) for 30 minutes. Serial decimal dilutions were



made from this suspension in the same buffer. An aliquot of 0.1 ml of each
dilution was speared on Gould’s S1 medium.

The fluorescent Pseudomonas species colonizing the endophyte of
the halophyte Atriplex halimus were isolated as described by Forchetti et al.,
(2007). The rhizospheric soil was eliminated by washing with sterile distilled
water. The roots were then surface disinfected with ethanol 70% for 1 min,
then surface sterilized with 3 % sodium hypochlorite solution for 2 min. The
roots were rinsed with sterilized distilled water, to eliminate all traces of
disinfectant, then cut and added to sterile 0.05 M buffer phosphate and
macerated with a sterile mortar and pestle. One gram of the homogenate was
transferred in a tube containing 9 ml sterile 0.9% NaCl. From this solution, a
series of decimal dilutions were made. A volume of 0.1 ml of each dilution
was plated on Gould’s S1 medium. After incubation at 23 °C for 3 days, the
colonies with a green fluorescent pigmentation under UV light (366 nm)
were picked up and purified on King B medium. Twenty isolates belonging
to the rhizosphere of wheat and the endophyte of Atriplex halimus were
maintained.

Biochemical and physiological tests

Determination of macroscopic, microscopic (Gram, cell morphology,
mobility), enzymatic (oxidase, catalase, nitrate reductase) characters were
carried in the first step. Different biochemical characters were highlighted in
order to select isolates belonging to the genus Pseuodomonas as described in
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994). These
preliminary tests have conducted to the choice of 3 isolates from the wheat
rhizosphere of initially designated: 2, 5 and 13, and one isolate from the
endophyte of A. halimus noted EHA4.

Maintenance of isolates
To avoid any mutation in the genes, the isolates were kept at a

temperature of 4 ° C in nutrient broth supplemented with 30% glycerol.

Screening of PGPR activities

All the isolates were screened for their PGPR activities. A reference
strain: Pseudomonas fluorescens CHAO was also tested. It was isolated from
the rhizosphere of tobacco in soil resistant to disease rot roots in Switzerland
(Keel and Defago, 1997). It was kindly provided by Professor Defago
(Institute of plant sciences, Zurich, Switzerland). All the following tests were
replicated three times



Phosphate solubilization

The ability of the isolates to solubilize the inorganic tricalcium
phosphate (Cas (POa4)2) was tested on National Botanical Research Institute's
medium Phosphate (NBRIP) according to the method of Nautiyal (1999). A
spot of 5 pl of the culture of each strain was deposited on the NBRIP
medium. After incubation 28 ° C for 10 days, the diameter of clear zone
(halo) surrounding the bacterial growth as well as the diameter of colony,
were measured. The diameter of the solubilization halo was determined by
subtracting the diameter of the colony from the total diameter. Quantitative
estimation of phosphate solubilization was also carried out on NBRIP liquid
medium inoculated with 100 pl of a culture of each isolate. Cultures were
incubated for 10 days at 28 ° C with agitation and then centrifuged at 3000
rpm/min for 20 min. The amount of phosphate in the supernatant was
estimated by the colorimetric method of Olsen and Sommers (1982). The
absorbance of the resulting blue compound was measured at 620 nm, thereby
expressing the concentration of phosphate soluble (P20s). A standard
calibration curve was performed with a solution of KH2POa.

Indole acetic acid (IAA) production

In order to demonstrate the production of IAA, a volume of 100 pl of
each isolate was grown on 10 ml of liquid medium Luria Bertani
supplemented with tryptophan (5 g/l). After 48 h of incubation at 30 ° C,
bacterial solutions were centrifuged (5000 rpm/20 min). A volume of 1ml of
each supernatant was mixed with 2 ml of the solution of Salkowski (50 ml,
35% of perchloric acid, 1 ml 0.5 M FeCI3 solution). Development of a red
color indicates the production of IAA (Gordon and Weber 1951). The
amount of AIA in the supernatant was estimated by colorimetric method
(Loper and Schroth, 1968). The optical density was measured at 530 nm after
30 min of incubation. A standard calibration curve was performed with a

solution of AIA (Fluka) in a range O to 10'3 M.

Ammonia production

Production of ammonia (NH3) by all the isolates was tested
qualitatively as described by cappuccino and Sherman (1992). A volume of
100 pl of freshly grown cultures were inoculated in 10 ml of peptone water
and incubated for 96 h at 30 ° C. Nessler reagent (500 pl) was added. The
production of ammonia is then revealed by the appearance of a yellow or
orange color.

Siderophore production
The production of siderophores by isolates was determined in chrome

azurol agar (CAS) by the method of Schwyn and Neilands (1987).



For this, the King B medium was inoculated with spots of of a fresh culture
of each isolate. After incubation at 28 ° C for 24 h, the medium was covered
with 15 ml of CAS agar. Subsequently to a short contact, siderophores
producing bacteria form an orange halo on the blue-green medium (Schwyn
and Neilands, 1987; Sahu and Sindhu, 2011) The diameter of siderophore
production was estimated by subtracting the diameter of the colony of the
total diameter (halo + colony). Quantitative analysis was performed
according to the method described by Payne (1994) using iron free succinate
medium (SM) (Meyer and Abdallah, 1978) consisting of (g/l): K2HPOa4, 6.0;
KH2POa4 , 3.0; MgSO4 7H2 O, 0.2; (NH4)2S0s4, 1; succinic acid 4.0, pH 7.0. It
was inoculated with old cultures at the rate of 1 % (v/v) and incubated (30°C,
48 h) with constant shaking (150 rpm). After centrifugation of the cultures
(5000 rpm / 20 mn), 500 pl of each supernatant were mixed with 500 pl of
CAS solution and incubated (30 min, in the dark at room temperature). The
color changed to orange according to the amount of produced siderophore.
The absorbance of the resulting complex was measured at 630 nm against a
blank containing 0.5 ml of uninoculated

medium and 0.5 ml of CAS solution. Siderophores content was expressed in
percentage according to formula proposed by Sayyed et al., (2005):

% siderophore units ——=— x 100
Where, Ar: absorbance of the .
As: absorbance of the sample at 630 nm.

Production of hydrocyanic acid (HCN)

The method described by Bakker and Shippers (1987) was adopted to
evaluate the ability of fluorescent Pseudomonas strains to produce hydrogen
cyanide. Bacterial cultures were streaked on Trypticase soy agar
supplemented with glycine (4.4 g/l). Inside the lids of the plates, a disc of
Whatman filter paper previously immersed in 0.5% picric acid solution (in
2% sodium carbonate), was placed. Plates were then sealed with parafilm
and incubated in an inverted position for 4 days at 28 ° C. Appearance of
light brown to dark brown color indicated HCN production.

Hydrolytic enzymes

The antagonistic activity by elaboration of some bacterial enzymes
such as protease and amylase was tested. Protease activity, shown by casein
degradation, was determined in skim milk agar. Starch degradation was
studied on starch agar. Bacteria were streaked onto the plates and incubate at
27 ° C for 5 days. Enzyme activity was identified by the development of a
clearing zone (halo) around the colonies.



Antifungal activity

The antagonistic activity of selected Pseudomonas isolates against
two phytopathogens: Alternaria alternata and Fusarium oxysporium, was
tested. An agar disc of 3 mm diameter was cut from an actively growing (96
h) of fungal culture and placed in the center of the Petri plates containing
Potato Dextrose Agar (PDA). A loopful of each actively growing fluorescent
Pseudomonas isolates was spotted (5 ul) in opposite to the fungal disc. Plates
inoculated with fungal strain and without bacteria were used as control. After
an incubation of 10 days at a temperature of 25 ° C or 28 ° C, the diameter of
inhibition zone was recorded and the inhibition percentage was calculated
according to the formula established by Kumar et al. (2002):

| = [(C-T)/C] x 100. Where:
I: Percent inhibition of the fungus tested
C: Radial growth of fungus in control plates (mm)
T: Radial growth of fungus on the plate inoculated with bacteria (mm).

Data analysis

All the Data concerning phosphate solubilization, siderophores and
the AIA production were subjected to an analysis of variance by One way
ANOVA (Turkey test) procedures to a value of P <0. 05 by using the
software GraphPad Prism version 5.00 (GraphPad Software, San Diego
California USA). Each data was the mean of three replicates.

Molecular identification of strains

Molecular identification of the isolates (2, 5, 13 and EH4) was based
on the amplification and sequencing of genes encoding 16S rRNA. The
procedure consists of amplifying the gene in the presence of a primer
recognizing the region on the DNA which is subsequently sequenced. The
sequences obtained were compared with homologous sequences contained in
the database computer international "GenBank™ using Blast (Basic Local
Alignment Search Tool) on the web site of Genbank "http:
/Iblast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi” in order to accurately determine their
phylogenetic affiliation. The results were expressed as a percentage of
similarity of the strain to identify with related species, and in the form of
phylogenetic trees that show the taxonomic position of each isolate.
Sequences were submitted to the GenBank.

Results and discussion
Physiological, biochemical and molecular characterization
The Belonging of the 4 bacterial isolates to fluorescent Pseudomonas

sp. was confirmed on the basis of cultural, morphological and biochemical
tests as described in Bergey’s manual of determinative bacteriology (Holt et



al., 1994). A common characteristic of all the isolates was the production of
pigments that fluoresce in short wavelength (254 nm). Microscopic
observation reveals that all isolates are rods slightly curved gram negative
and mobile. Oxidase and catalase tests are positive. All the isolates strains
were aerobic strict with oxidation of glucose. They produced a thick veil on
Luria Bertani or Trypticase soy broth. The smell of Jasmine was also a
dominant feature. All strains liquefied gelatin and possessed a nitrate
reductase. They were able also to use mannitol, arabinose, trehalose,
glycerol, citrate as a carbon source. The characteristics studied are illustrated
in table 1.
Table 1: Biochemical characterization of the isolates

Isolates 2 5 13 EH4 CHAO
Fluorescence on King B + + + + +
Fluorescence on King A + +

Growth at42 ° C + +

Growthat4°C
Catalase
Oxidase
aerobic
Gelatine hydrolysis
Glucose
Citrate
Arabinose
Trehalose
Mannitol
Glycerol
HoS
Indole

+ 4+ + +
R T T T T T i S
I T T T T T S S S
A T T T T T T e
I T T T T T i T S

I S G S

+: Positive
-: Negative

Sequencing analysis

The alignment of the nucleotide sequences of strains chosen with
genes encoding 16S rRNA databases showed a strong similarity with genes
coding for the 16s RNA of the genus Pseudomonas . The isolates designated
by the numbers 2, 5, 13, EH4 have been identified and named, respectively
as: Pseudomonas Putida AF2, Pseudomonas aeruginosa RB5, Pseudomonas
fluorescens RB13 and Pseudomonas aeruginosa EH4. They were submitted
to GenBank under the accession no: KM592940, KM592942, KM592939
and KM592941, respectively.

Characteristics of plant growth promoter
Phosphate solubilization:
Isolates identified as fluorescent Pseudomonas spp. namely: P. putida

AF2, P. aeruginosa BR5, P. fluorescens RB13, P aeruginosa EH4 and the
reference strain, P. fluorescens CHAO were tested for their ability to



solubilize the inorganic phosphate on solid medium NBRIP containing
tricalcium phosphate Ca3(POa)2 as the sole source of phosphorus. After an
incubation for 10 days at 28 ° C, P. putida AF2 and P. fluorscens RB13
produced a clear zone around their colonies, reflecting a solubilization of Cas
(PO4)2 (Figure 2) with a halo of 15 and 13 mm, respectively. They seem to
be the most effective (Figure 3). P. aeruginosa RB5 and P. fluorescens
CHAO moderately solubilized phosphate and the diameter of the halo was 4
and 2 mm, respectively. P.aeruginosa EH4 was unable to carry this activity.
The amount of solubilized phosphate on liquid medium NBRIP varied with
strains (Figure 4). P. fluorescens RB13 solubilized a significant amount
(187.9 pg / ml). Despite the absence of a halo of solubilization on solid
medium, P. aeruginosa EH4 proved a significant activity; the quantity
solubilized was 168.45ug/ml, statistically equivalent to that of P. aeruginosa
RB5 (169.86 pg/ml). P. putida has a moderate activity (108.85 pg / ml)
followed by P. fluorescens CHAO (50.08 pg / ml) thus demonstrating low
phosphate solubilizing activity.

Figure 2: Areas of phosphate solubilization by fluorescent Pseudomonas spp.
2: P.putida AF2; 5: P.aeruginosa RB5; 13: P. fluorescens RB13; R: P. fluorescens CHAOQ

2501

200

150

P (ng/ml)

100

50+

Fluorescent Pseudomonas spp-
Figure 3: Phosphate solubilization of on liquid medium NBRIP by fluorscent
Pseudomonas spp.



The results confirm clearly the ability of fluorescent Pseudomonas
spp. to use Cas(PO4)2 available in NBRIP medium. This reflects the same
function carried out by these species in their natural habitat. Indeed,
rhizobacteria can solubilize organic phosphorus of soil by the action of
phopshatase, or inorganic phosphorus by the release of organic acids with
low molecular weight (Kloepper et al., 1989) such as citric acid (Reys et al.,
2001) and gluconic acid (Fenice et al., 2000). The solubilized quantity is
consistent with that obtained by Chen et al., (2006): Bacillus megaterium
(140.6 pg / ml), and Rhodococcus erythropolis (151.2ug / ml). P.
fluorescens isolated from Wheat rhizosphere solubilized phosphate in the
range of 89-93 pg/ml (Schoebitz et al., 2013).

Despite the absence of a halo of solubilization around the colonies, P.
aeruginosa EH4 could efficiently solubilize phosphorus in liquid medium
(168.5 pg ml). This result supports the findings of Nautiyal (1999). In fact,
organic acids secreted in order to solubilize phosphates circulate with
difficulty on solid medium. Hence the choice of strains to be inoculated on
the basis of the formation of a solubilizing halo on solid medium is not an
evident criterion. It has been found by Cherif- silini et al., (2013) that solid
media NBRIP and Piskovskaya (PVK) (Pikovskaya, 1948) showed the same
efficiency in detecting the solubilization of phosphates by Bacillus strains.
However, the liquid medium NBRIP was 3 times more effective than PVK.

Production of IAA

After 48 h of incubation at 28 ° C, all strains tested produced IAA
(Figure 4). Analysis of variance showed a significant difference in
production (p< 0.01) between P. fluorescens CHAO (88.37 ug/ml), P.
fluorecens RB13 (50.95ug/ml) and P. aeruginosa EH4 (36.88 pg/ml). No
significant difference was noted between the amounts produced by P. putida
AF2 and P. aeruginosa RB5 (30.69 and 30.39 ug/ml, respectively). The
results show some similarities with those obtained by other researchers such
as Ahmed et al. (2005) who reported that Pseudomonas isolate Ps1 produced
53.20 pg/ml. It has been noted that IAA production by rhizobacteria vary
among different species and strains, and it is influenced by culture condition,
growth stage and substrate availability (Mirza et al., 2001). The 1AA, auxin
produced by a large number of rhizobacteria (Patten and Glick, 2002), is
considered as a product of L-tryptophan metabolism; a significant amounts
were produced on a nutrient broth supplemented with 2 and 5 mg / ml of
tryptophan (Bharucha et al., 2013. The production of this hormone by strains
of Pseudomonas is beneficial to plant growth and root elongation and low

amounts (10'9 to 10-12 M) are needed for the primary growth of the roots

(Patten and Glick, 2002). The rates obtained in this study are sufficient to
stimulate plant growth. IAA stimulates stress tolerance in plant (Marulanda



et al., 2009), thus, Rhizobacteria producing IAA participate effectively in the
adaptation of plant during osmotic stress by lowering their energy demand
(Zahir et al., 2010; Ahmad et al., 2013). The studied strains could be used as
bioremediation agents.
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Figure 4: Production of IAA by fluorescent Pseudomonas spp.

Ammonia production

After addition of Nessler's reagent, a yellow-orange color has
appeared, thus marking the production of NHz by all Pseudomonas strains
tested. Ammonia production is considered as an important feature of
rhizobacteria by improving indirectly the plant growth (Joseph et al., 2007)
and by ensuring a role in signaling during plant-rhizobacteria interaction
(Becker et al., 2002). It is well established that the ammonia released by
bacteria accelerates the activity of glutamine synthetase (Sood et al., 2002).

Siderophores production

Qualitatively, the 5 fluorescent Pseudomonas strains produced
siderophores, they formed orange halos around the colonies (Figure 5). The
diameter of the halo differs from one strain to another. It is maximum with P.
fluorescens RB13 and P. aeruginosa EH4 (20 mm and 19 mm) respectively,
followed by P. aeruginosa RB5 (16 mm). P. putida AF2 and P. fluorescens
CHAOQO gave the same value (12 mm). The presence of orange halo
surrounding the colonies on CAS medium (blue) reflected the transfer of
ferric ions from the medium to the siderophores (Schwyn and Neilands,
1987). The solid medium King B was favorable to the detection of
siderophores production of by Pseudomonas.

On the liquid medium SM, the color of the complex bacterial
supernatant - CAS solution turns from blue to orange depending on the rate
of siderophores produced by each strain. Statistical analysis of data has
shown a non-significant difference between the 5 strains tested. The % of
production was as follow: P. aeruginosa EH4 (46), P. fluorescens RB13



(43), P. puida AF2 (42), P. fluorescens CHAO (39), P. aeruginosa RB5 (38)
(Figure 6). The liquid medium SM was favorable to the siderophores
production; this observation was confirmed by Sharma and Johri (2003) and
Sayyad et al., (2005). They attributed an important role to succinate in
increasing siderophore yields. The rate of production of siderophores is
affected by the carbon source, trace elem 13 and the pH of the medium
(Sharma and Johri, 2003).

Figure 5: siderophores-production by: 13: P. fluorescens RB 3 and 5: P. aeruginosa RB5.

The Strains tested belong to the Pseudomonads known by their ability
to produce siderophores such as pyoverdines and pseudobactines which
gives a yellow-green color and fluorescence under UV light (Sharma and
Johri, 2003). Due to their high affinity for ferric ions, siderophores chelate
iron, making it inaccessible to the phytopathogenic microorganisms around
the roots (Sreedevi et al., 2014). Furthermore, they inhibit the spores
germination of pathogenic fungi (Raaijmakers et al., 1995) such as Fusarium
oxysporium, Rhizoctonia solani and phytium aphanidermatum (Sahu and
Sindhu, 2011). The involvement of these compounds in plant growth
promotion of wheat was also demonstrated. Sayyed et al., 2005 have
reported an increase in the rate of germination, in the root and shoot length
of wheat inoculated with Pseudomonas strains producing siderophores. Thus
these indigenous species could be exploited in agriculture to improve plant
growth and to preserve plant health.
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Figure 6: Siderophores production by Pseudomonas fluorescent spp. on liquid medium



Production of HCN

The appearance of light brown to dark brown color indicated HCN
production by all the strains tested (Figure 7). Production was weak in P.
aeruginosa RB5 and P. aeruginosa EH4 while it was strong in P. putida
AF2, P. fluorescens RB13 and P. fluorescens CHAO. Variability of
expression of genes (hcnA, hcnB and henC) would explain the difference in
production of HCN between Pseudomonas strains tested (Ramette et al.,
2003). This variability allows the classification of bacteria into two groups:
weak and strong producers. The enzyme HCN synthetase is a membrane
flavoprotein which catalyses the formation of HCN and CO:2 from glycine
(Ramette et al., 2003). The production of HCN by Pseudomonas is involved
in the suppression of various pathogens in particular fungi (Verma et al.,
1989). This volatile compound acts directly on cells by blocking the
cytochrome ¢ oxidase in the respiratory chain. It also contributes to the
capture of some metal ions by forming complexes with them (Blumer and
Haas, 2000) and can act as an inducer of plant resistance (Kumar et al.,
2012).

Fig. 7: Production of HCN by P. fluorescens CHAO (in the left). In the right: a
negative control

Production of hydrolytic enzymes

All fluorescent Pseudomonas strains tested have a protease and an
amylase; they may be used as a biocontrol agent. Indirect mechanisms of
action of PGPR involve the elimination of harmful microorganisms via the
production of antibiotics or (and) lytic enzymes (Protease, amylase), HCN or
catalase (Twisha and Desai, 2014). Dunne et al. (1997) have shown that the
suppression of phytopathogenic fungus, Pythium ultimum, in the rhizosphere
of sugar cane was due to the elaboration of extracellular protease by strains
of Stenotrophomonas maltophilia W81. Pseudomonas fluorescens CHAO
synthesizes an extracellular protease active against the phytopathogenic
nematode Meloidogyne incognita (Siddiqui et al., 2005). Bacterial strains
possessing a catalase are assumed to be highly resistant to various
environmental, mechanical and chemical stress (Kumar et al., 2012).

Antifungal activity

After 10 days of incubation at 28 ° C, the antagonistic activity of the
Pseudomonas strains toward 2 phytopathogenic fungi, Alternaria alternata
and Fusarium oxysporium, was checked. This action was revealed by the
appearance of a zone of inhibition of the fungus growth around the bacterial



colony. All fluorescent Pseudomonas strains tested inhibited the growth of
the 2 fungi; the inhibition rate varied according to the bacterial strain and the
fungus.

Mycelial growth of F. oxysporum was strongly reduced in the
presence of antagonistic fluorescent Pseudomonas strains, compared with the
uninoculated control (Figure 8) the higher percentage of Mycelial growth
inhibition was observed with P. putida AF2 and P. aeruginosa RB5 38%
strains. P. fluorescens CHAO and P. aeruginosa EH4 represent the lowest
antagonistic action (25%) (Figure 9)

Figure 8: Antibiosis against Fusarium oxysporium (A) and Alternaria alternata (B)

Pseudomonas strains showed less inhibitory activity against A.
alternata compared to that observed against F. oxysporum except P.
fluorescens CHAO that has similar potency against the 2 fungi. The highest
antagonistic effect was recorded with P. fluorescens CHAO (27%). The
analysis of variance shows a non-significant difference concerning the
antagonistic effect of the 4 remaining strains.

50+

40+

Inhit
Inhit n (

o
°©
i

T

N
-]
1

Inhibition (%)

2 o

>
\a < > <&
$° o <~"’Q & od
5 8 2 5
<= = & S

%

o>
<

< PE o

P 2 F s

. 4

flucrescent Pseudomonas spp.
Figure 9: Inhibitory effect of fluorescent Pseudomonas spp. on A. alternata and
F. oxysporium

Antifungal activity of fluorescent Pseudomonas against F. oxysporum
and A. alternata strains could be strongly linked to the inhibitory substances
such as siderophores, HCN and protease produced by the strains tested. The
siderophore produced by Pseudomonas strains tested accentuate the iron
deficiency in the vicinity of bacterial colonies, resulting in the inhibition of
Mycelial growth. The production of HCN by the 5 strains tested contributes
widely to the antagonistic effect. Yuan et al. (2012) noted that the volatile



compounds produced by the bacteria reduced the Mycelial growth and
inhibited spore germination of F. oxysporum. The bacterial strains showed
high activity against this fungus, although Notz et al., (2002) reported that
fusaric acid alters the gene responsible for the synthesis of 2, 4-
diacetylphloroglucinol (DAPG) by P. fluorescens CHAQ, in vitro and in the
rhizosphere of wheat. The antagonistic effect may be due to the synthesis of
other antibiotics such as acid carboxylic phenazine, the pyrrolnitrin and
pyoluteorin (Haas and Defago, 2005). Variability in inhibition, observed
between the strains, can be explained by the amount and effectiveness of the
antibiotic produced.

Conclusion

On the basis of their excellent growth promoter (Phosphate
solubilization, IAA and ammonia production) and their biocontrol activities
(siderophores production, HCN, and antagonistic effect), the fluorescent
Pseudomonas tested should be used as wheat inoculants to enhance growth
and improve yield. They could be exploited as biofertilizer and as biocontrol
agents to replace chemical fertilizers and fungicides that impair to human
health. The use of the producing IAA strains is an efficient approach to
alleviate osmotic stress imposed on plants in defined situations. They could
be, therefore, exploited for sustainable agriculture in arid and salty soils.
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Résumé
La flore totale bactérienne et les Pseudomonas fluorescents de deux écosystemes telluriques différents (blé et Atriplex halimus) sont évalués. Les numérations renseignent sur
une richesse en bactéries des 2 rhizosphéres. L’endosphére de Atriplex halimus abrite un nombre important d’espéces bactériennes. 23 isolats & Gram- présentant une
fluorescence et des caracteres biochimiques similaires a ceux des Pseudomonas fluorescents spp. sont retenus. lls produisent des molécules bioactives stimulant la croissance
végétale (acide indole acétique, sidérophoeres, ammoniac) et solubilisent les phosphates. La majorité exerce une activité inhibitrice vis-a-vis de 2 champignons
phytopathogenes : Fusarium oxysporum et Alternaria alternata, produit I’acide cyanhydrique et posséde une protéase. Quatre souches sont identifiées comme Pseudomonas
putida AF2, P. aeruginosa RB5, P. fluorescens RB13 et P. aeruginaosa EH4, par séquengage de I’ARNr 16S. Inhibées a 500 mM/ NaCl, la croissance des 4 souches est
restaurée par un apport exogéne de glycine bétaine et de Proline (1 mM). L’extrait de I’algue U. lactuca (au 1/ 100°™) exerce un effet plus fort que les 2 molécules
synthétiques. Tandis que celui de A.halimus n’apporte pas d’osmoprotection. En présence de 800 mM I’inhibition est totale quelles que soient les conditions. L’ inoculation
du blé dur Mohamed Ben Bachir par P. fluorescens RB13, P. fluorescens CHAO, isolément ou en culture mixte, en présence d’osmoprotecteurs [glycine bétaine, proline (5
mM) et extrait d’algue (3%)], augmente le taux cumulé de germination et la biomasse des plantes. La co-inoculation a un effet synergique évident par 1’obtention d’un
rendement maximal. In vitro, sur milieu de germination MS, les caractéristiques morpho-biochimiques sont significativement améliorées chez le blé co-inoculé et sous stress
salin de 200 mM/ NaCl. L effet synergique de la co-inoculation et de U. lactuca restaure considérablement les paramétres étudiés (biomasse, taux de proline, de chlorophylle
et de caroténoides). Ces résultats sont en faveur d’une inoculation des graines de blé par des souches actives et halotolérantes de P. fluorescens. Une supplémentation en
osmoprotecteurs naturels provenant de U. lactuca serait tres bénéfique pour une agriculture durable dans les sols affectés par la salinité.
Mots clé : A. halimus, Caroténoides, Chlorophylle, Co-inoculation, Glycine bétaine, P. fluorescens, PGPR, Proline, Salinité, T. durum, U. lactuca.

Abstract

The total bacterial flora and fluorescent Pseudomonas of two different ecosystems (wheat and Atriplex halimus) was evaluated. The counts provided information on the
abundance of bacteria in the 2 rhizospheres. The endosphere of Atriplex halimus contains a significant number of bacteria. 23 Gram™ isolates exhibiting fluorescence and
biochemical characteristics similar to those of fluorescent Pseudomonas spp. were retained. They produced bioactive molecules stimulating plant growth (indole acetic acid,
sidérophoeres, ammonia) and they solubilized phosphates. Most exerted inhibitory activity against Fusarium oxysporum and Alternaria alternate, produced hydrogen cyanide
and has a protease. Four strains strains were identified as Pseudomonas putida AF2, P. aeruginosa RB5, P. fluorescens RB13 and P. aeruginaosa EH4 by sequencing the 16S
rRNA gene. Inhibited by 500 mM/ NaCl, the growth of the strains 4 was restored by exogenous supply of glycine betaine and proline (1 mM). The extract of seaweed U.
lactuca (1/100 th) exerted a stronger effect than the 2 synthetic molecules, while that of A.halimus showed no osmoprotection. Total inhibition was observed in the presence of
800 mM, no molecule could overcome stress. The seed inoculation of durum wheat variety Mohamed Ben Bachir with P. fluorescens RB13, P. fluorescens CHAO, singly or
mixed culture, in the presence of osmoprotecteurs [glycine betaine, proline (5 mM) and seaweed extract (3%)], increased the cumulative rate of germination and plant
biomass. The co-inoculation has a clear synergistic effect by obtaining maximum yield. In vitro, on MS germination medium, the morphological and biochemical
characteristics were significantly improved with the co-inoculated wheat under an osmotic stress of 200 mM/ NaCl. The synergistic effect of co-inoculation and U. lactuca
considerably restored the parameters studied (biomass, rate of proline, chlorophyll and carotenoids). These results are in favor of the inoculation of wheat seeds by active and
halotolerant strains of P. fluorescens. Supplementation with natural osmoprotectant U. lactuca would be very beneficial for sustainable agriculture in the soils affected by
salinity. .

Keywords: A. halimus, carotenoids, Chlorophylle, Co-inoculation, Glycine betaine, P. fluorescens, PGPR, Proline, Salinity, T. durum, U. lactuca.



