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Résumé 


 


L'accumulation de solutés compatibles est souvent  prise comme une stratégie de base pour la  protection 


et la survie des plantes  sous stress salin et aride. Les apports  exogènes  de proline et de glycine bétaine  


ou l'inoculation de bactéries rhizosphériques sont une approche possible  pour surmonter les effets 


délétères de l'environnement  sur la croissance végétale. Afin  de sélectionner des  Azotobacter aux  


multiples activités PGPR, un total de 09 souches  bactériennes sont isolées de 3  sols rhizosphériques. 


Elles  sont caractérisées par leur capacité de fixer l’azote et  sont  aussi testées in vitro pour leurs activités  


d’amélioration de la croissance végétale telles que la production de l’acide indole acétique (AIA), du 


cyanure d’hydrogène (HCN), des sidérophores, de l’ammoniac (NH3), de la solubilisation des phosphates, 


de l’activité antifongique  ainsi que de la capacité de synthèse d’une ACC désaminase. La totalité des  


souches fixe l’azote,  produit du NH3  et  possède  la capacité de solubiliser les phosphates sur milieu PVK  


liquide contenant du Ca3(PO4)2 comme source de phosphates à des taux supérieurs à 20µg/ml. 70 % des 


souches produisent une concentration d’AIA supérieur à 10 µg/ml. 80% produisent  des sidérophores  à 


des taux supérieurs à 20%.  4 souches ont activité antifongique envers deux souches fongiques ou  plus. 


L’existence d’une ACC désaminase est observée chez  les souches AZ5 et AZ6. Seule AZ6  est capable 


de synthétiser du HCN. Sa caractérisation phylogénétique  par le séquençage  du gène de l’ARNr 16S 


révèle son appartenance à l’espèce A .chroococcum. Le taux cumulé  et le pourcentage final de 


germination diminuent significativement (p ˂ 0,05) lorsque  les concentrations de NaCl augmentent  (de 


0, à 200 mM). L'inoculation par A .vinelandii ou AZ6  et l'application exogène de proline (5 mM) ont  un 


effet positif sur la germination. Le taux d'accumulation de Na
+ 


dans les racines est  important à 100 mM et 


augmente à 200 mM. La concentration de K 
+
 diminue quand la salinité augmente. A 200 mM de NaCl, 


l'inoculation  en présence de proline   stimule  la  production  de la chlorophylle et  les taux intracellulaires 


de proline  et de potassium, chez la variété  Waha.  Par contre, les teneurs  en acides aminés restent 


inchangées. L'effet de l'interaction entre la salinité et l'inoculation est  significatif. La corrélation  entre la 


salinité  et l’apport  exogène de molécules  osmoprotectrices   n'est pas significative chez la variété  


Bousselam. L’osmoprotection des bactéries rhizosphériques peut  jouer un rôle pour une meilleure 


tolérance du blé dur au stress salin. 







 


 


Mots clé : Blé dur, proline, glycine bétaine,   Azotobacter, inoculation, NaCl. 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 







 


 


Abstract 


Compatible solutes accumulation is often taken as a basic strategy for protection and survival of 


plants under arid and saline stress. Exogenous application of proline and glycine betaine or 


inoculation by rhizobacteria  are a possible approach to overcome the deleterious   effects of the 


environment on plant growth. To select  Azotobacter with multiple activities, a total of 09 


bacterial strains were isolated from  three  rhizosphere soil. These strains are characterized by 


their ability to fix nitrogen. They are also tested in vitro for their abilities to improve plant 


growth such as: production of indole acetic acid (IAA), hydrogen cyanide (HCN), siderophores, 


ammonium (NH3),  the phosphate solubilization, antifungal activity and the ability to synthesize 


an ACC deaminase.  All of Azotobacter strains fix nitrogen, produce NH3 and  have the ability to 


solubilize phosphate on PVK liquid medium containing Ca3 (PO4) 2 as a source of phosphate at 


levels greater than 20μg/ml.  70% of strains produce a concentration of AIA more than 10 µg / 


ml. 80% produce siderophores at rates above 20%. 4 strains  have  a antifungal activity against 


two fungal strains and more. The existence of ACC deaminase was observed only for AZ5 and 


AZ6 strains. Only AZ6 is able to synthesize HCN. Phylogenetic characterization by sequencing 


of rRNA 16S gene  reveals its membership in the species A. chrooccocum. The rate  and the  


final germination percentage decreased significantly (p ˂ 0.05) with increasing concentrations of 


NaCl( 0, 100 et 200mM). Inoculation with A. vinelandii or  AZ6 and exogenous application of 


proline (5mM)  have a positive effect on germination. The rate of accumulation of Na+ in the 


roots is important at 100 mM and increases  at 200 mM of NaCl.  The K+ concentration 


decreases with increasing salinity. At 200 mM of NaCl, the inoculation in the presence of proline 


increases the content of chlorophyll and intracellular accumulation rate of proline and potassium, 


in Waha variety. However, amino acid levels remain unchanged. The effect of interaction 


between salinity and inoculation is significant. The correlation between salinity and the 


application of exogenous molecules osmoprotectrices is not significant in Bousselam variety. 







 


 


The osmoprotection  of  rhizobacteria may play a role in the tolerance of durum wheat to salt 


stress. 


 


Keywords: Durum wheat, proline, glycine betaine, Azotobacter 
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INTRODUCTION 


La salinité et l’aridité sont des  contraintes environnementales majeures limitant la croissance et 


la productivité des cultures. Le problème  lié à la salinité des sols a toujours existé et ses effets 


délètères restaient limités, mais les pratiques agricoles modernes et l’irrigation l’ont aggravé. 


Dans les  régions arides et semi-arides du monde, les précipitations sont inadéquates pour le 


lessivage  des sels de la zone racinaire. En conséquence  les sels solubles s'accumulent à la 


surface  du sol avec comme cations dominants le  Na
+
. La salinité du sol présente ainsi une 


menace croissante pour l'agriculture et  entraîne une salinisation  des  terres arables de la planète. 


Un tiers des ressources en terres arables dans le monde sont touchées par la salinité (Munns, 


2000).  


 En Algérie, près de 10-15 % de terres irriguées sont concernées par ces problèmes. On estime 


que les terres salinisées seront difficilement récupérables et les sols salés occupent de vastes 


superficies (3.2 millions d'hectares de la superficie totale) localisées aussi bien au  Nord qu'au 


Sud du pays. Par conséquent, les terres agricoles productives sont détériorées. D’un autre côté,  


l'accroissement  de la population a augmenté la demande pour les produits agricoles. Cet 


accroissement n'a pas seulement menacé la suffisance des ressources alimentaires disponibles, 


mais aussi a nécessité   l'exploitation de terres marginales cultivées.  


La production de blé  en Algérie a souvent été déficitaire.  Les pertes des rendements des cultures 


du blé dans les zones salines sont importantes. Ainsi,  les  efforts visant à reproduire des 


génotypes ayant une tolérance accrue au sel sont  entravés par un manque de compréhension de 


la nature complexe de la tolérance. De fortes concentrations de sels provoquent un déséquilibre 


ionique et un stress hyperosmotique  chez les plantes conduisant  à une déshydratation cellulaire.  


En conséquence de ces effets primaires, des contraintes secondaires tels que les dommages 


oxydatifs se produisent souvent. Quoiqu’ il y ait eu   de nombreux  travaux sur les réponses des 


plantes à la salinité, il n'y a pas de consensus sur les mécanismes permettant aux plantes 
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tolérantes au sel de  survivre et même prospérer dans des environnements mortels ou gravement 


inhibiteurs pour les  plantes sensibles. La tolérance des plantes semble se baser  sur plusieurs 


mécanismes  dont beaucoup reposent sur les processus physiologiques tels que les mécanismes 


de transport éliminatoires qui réduisent ou suppriment Na
+
 et Cl


-
 du xylème (Poljakoff-Mayber, 


1994).  Le potentiel osmotique résultant des fortes concentrations de Na
+
 dans le sol  empêche 


l’absorption de l’eau, provoque diverses modifications structurales, biochimiques et 


physiologiques des semences (Ashraf et Foolad, 2007) et réduit  le taux de germination 


entrainant  un retard  dans le développement des plantes (Poljakoff-Mayeber et al., 1994). 


Plusieurs expériences  ont été tentées  pour réduire l'effet drastique du stress salin sur la 


croissance et la productivité des plantes. La plupart se concentre sur le développement de variétés 


résistantes au sel. En effet, ces variétés ont développé différents mécanismes biochimiques et 


2physiologiques pour lutter contre ce type de stress. Un tel mécanisme, omniprésent chez les 


plantes, est l'accumulation de certains métabolites organiques de faible poids moléculaire, en 


particulier lors de la germination et la croissance précoce (Bewley et Black, 1994; Bolarin et al., 


1995; Turan et al., 2007).  


Si les variétés de blé capables de donner des rendements élevés sur les sols modérément  affectés 


par la salinité pourraient être améliorés, les productivités de ces terres seraient multipliées, il est  


urgent de développer des techniques appropriées pour une meilleure capacité de  production  des 


céréales dans les endroits inefficacement cultivés ou  non cultivés. L'application exogène de 


solutés compatibles tels que la proline et la glycine bétaïne  a retenu l'attention de nombreux 


chercheurs depuis plusieurs  années (Mansoor, 1998; Rahman et al, 2002). Ainsi, l'application de 


faibles concentrations de glycine bétaïne et de  proline maintient une forte concentration de K
+
 et 


active l’exclusion des ions Na
+
 et Cl


-
 des feuilles (Heuer, 2003) et des racines (Cuin et Shabala, 


2005). Cependant, l'utilisation d’une grande quantité d'énergie métabolique pour le 







 


3 
 


fonctionnement de ces mécanismes impose des exigences chez  la plante et entraine  de faibles 


rendements (Yeo, 1983).  


Une autre approche biologique existe, elle consiste en  l'inoculation des plantes par les 


rhizobactéries (PGPR : Plant Growth Promotion Rhizobacteria) afin de favoriser leur croissance. 


Les PGPR utilisées comme biofertilisants et/ou antagonistes contre les phytopathogènes 


constituent une alternative prometteuse  aux engrais chimiques et aux pesticides. Toutefois, la 


capacité de ces  bactéries à coloniser les racines et  de survivre dans le sol est souvent limitée 


(Normander et al., 2000). En conséquence, la sélection et l’utilisation des PGPR devrait tenir  


compte de l’adaptation de l’inoculant à une plante et à un écosystème particulier. L’élaboration 


de mesures efficaces pour les inoculants microbiens demeure un défi scientifique majeur 


(Richardson.,2001).                                                                                                                      


Sous des  conditions de stress salin, les PGPR ont  montré des effets positifs chez les plantes, en 


particulier sur les paramètres physiologiques tels le taux de germination, la tolérance à la 


sécheresse, le poids des tiges  et des racines (Kloepper et al., 2004; Kokelis-Burelle et al., 2006). 


Ces rhizobactéries sont capables de s'adapter à des conditions défavorables et d'améliorer la 


croissance des plantes dans des milieux à  forte osmolarité (Rangarajan et al, 2002; Biari et al, 


2008). Elles ont  développé  des mécanismes moléculaires leur  permettant de  survivre et de 


croître avec l'augmentation de la salinité (Tripathi et al., 2002). Selon de nombreux auteurs, la 


plupart des bactéries halotolérantes   accumulent  ou synthétisent des  solutés compatibles 


organiques, tels que  la proline, la glycine bétaine et la bétaine- glutamine.  


L’utilisation de technologies microbiennes dans l’agriculture s’étend très rapidement suite à 


l’identification de nouvelles souches bactériennes efficaces dans l’amélioration de la croissance 


des plantes, surtout en milieu salin. La composante biologique de la rhizosphère revêt un attrait 


particulier du fait de sa grande diversité taxonomique et fonctionnelle. Parmi les populations 


rhizosphériques, celles possédant la propriété de fixer librement l’azote de l’air (sans formation 
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de nodosité) ont fait l’objet de recherches importantes. L’enjeu est de diminuer l’utilisation 


d’engrais azotés coûteux et polluants en céréaliculture. Le genre Azotobacter est un exemple 


pertinent dans l’amélioration de la croissance végétale  du blé et de l'orge. Azotobacter, étant  une  


bactérie diazotrophe vivant à l’état libre dans le sol , s’approvisionne de différents acides aminés 


et des sucres facilement disponibles dans la rhizosphère (Madkour et al.,1990)  ou fournis par les  


exsudations racinaires (Barber et Martin, 1976). En outre, la sélection d’une souche PGPR 


efficace est liée à la caractérisation de ses propriétés favorisant la croissance végétale. Ces 


propriétés, en plus de la fixation d’azote, sont le plus souvent  la  production d’auxines, la 


solubilisation du phosphate, la production des sidérophores, l’activité ACC désaminase, la 


cyanogénèse et l’antagonisme phytopathogène (Cattelan et al., 1999)  


Au vu de ces études, il a été postulé que l'application de composés compatibles et l'inoculation 


par les  rhizobactéries pourrait atténuer les effets négatifs du stress salin sur la croissance du blé. 


Les objectifs de cette thèse découlent naturellement de ces acquis.  Il s’agit à travers la présente 


étude  d’évaluer les activités PGP (Plant Growth Promotion) de  souches  de  Azotobacter isolées  


de la rhizosphère du blé de  sols salins et arides, de déterminer l'effet des solutés compatibles, 


(glycine bétaine et proline) sur la croissance de souches potentiellement actives et sur  leur  


capacité de production de l’acide indole acétique dans des conditions salines. Les conséquences 


de l'inoculation par ces souches et l'effet bénéfique de l'application exogène de la glycine bétaïne 


et de la proline sur la germination des graines, sur les paramètres morpho-biochimiques et sur 


l'équilibre ionique chez deux variétés de blé dur sous stress salin sont analysés. 


. 
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I-REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 


Le stress peut être défini comme un ensemble de troubles qui influencent de façon défavorable le 


développement des plantes. Les stress de nature abiotique sont  la sécheresse, le froid, la salinité 


et autres. Ces stress abiotiques entraînent une diminution de 70% du rendement des plantes de 


grandes cultures (Boyer 1982) via des altérations morphologiques et physiologiques. De ce fait, 


la compréhension des mécanismes de tolérance à ces stress constitue un enjeu économique 


majeur. L’un des principaux stress abiotiques est la salinité des sols qui possède  des effets nocifs 


délétères sur la croissance végétale, il s’ensuit une diminution des rendements et, à terme, une 


stérilisation du sol.   


1- La salinité des sols  


  Le problème de la salinité existe bien avant l’existence des  êtres humains.  Les pratiques 


agricoles diverses  ont  augmenté progressivement le taux de sels dans le sol et ont entraîné  la 


dégradation des terres arables depuis plusieurs siècles. À l'heure actuelle, elle prend une ampleur 


croissante partout dans le monde (Schwabe et al., 2006) et est devenue un véritable fléau pour les 


cultures agricoles (Munns et al., 2008) particulièrement dans les régions arides et semi-arides. Le 


total des  terres salinisées à travers le monde est  estimé à 900 millions d'hectares équivalant  à 


6% de la masse terrestre mondiale (Munns, 2002). Le phénomène de salinisation a des degrés de 


sévérité variable dont une bonne partie se trouve localisée dans les régions steppiques où le 


processus de salinisation est plus marqué du fait des températures élevées durant presque toute 


l’année, du manque d’exutoire et de l’absence de drainage efficient.  Selon l'Organisation 


Mondiale  pour l'Alimentation et l'Agriculture (FAO) si des mesures convenables ne sont pas 


prises, la salinisation des terres arables se traduirait  par la perte de 30% des terres dans les 25 


prochaines années  et jusqu'à 50% d'ici l'an 2050 (Munns, 2002).  


Les  sols  salés sont en règle générale  la conséquence  de l'accumulation naturelle  de sels 


(salinisation primaire)  formés lors de l’altération des roches ou due à des apports naturels 
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(Rengasamy, 2002).  En plus  de la salinité naturelle, une proportion importante des terres 


agricoles cultivées est atteinte par la salinisation secondaire induite par les activités humaines  


liées fréquemment à des pratiques agricoles inappropriées détruisant  le biote  du sol et réduisant 


sa valeur nutritive (Abolfazl et al. 2009). La salinité et l’aridité  ont pour principales 


conséquences une augmentation de la pression osmotique, une toxicité pour les végétaux due à 


l'accumulation de certains ions, dont Na
+
 et une dégradation du sol. Elles conduisent toutes les 


deux  à une déshydratation cellulaire.  Toutefois, l'intensité du stress de la salinité varie d'un 


endroit à l'autre. En général, la salinité des terres arides a été classée en trois types : faible salinité 


(CE 2 – 4 dS/m), la salinité modérée (CE = 4 – 8 dS/m) et une salinité élevée (CE > 8 dS / m) 


(Rogers et al., 2005).  


2-Effets de la salinité sur la croissance végétale 


La salinisation est l'accumulation des sels à la surface du sol et dans la zone racinaire. Les 


concentrations salines  suffisamment élevées empêchent les plantes d'absorber l'eau et les 


éléments nutritifs  et  ralentissent par conséquent   la croissance  végétale. Le  stress salin  


conduit  donc à un stress  hydrique. Ce manque de disponibilité de l’eau  entraine un déséquilibre 


ionique, des perturbations dans l'homéostasie des ions et provoque   la toxicité cellulaire. Puisque 


le stress salin  suppose à la fois le stress osmotique et ionique, l’arrêt de la croissance est 


directement lié  à la concentration totale en sels solubles du sol. L’effet néfaste du sel est observé 


au niveau de la plante entière se traduisant soit par sa mort soit par   une  diminution de la  


productivité végétale. Bien que les changements dans l'état  physique de l'eau soient  la cause 


directe de  cet arrêt, la contribution des processus tels  que  l'inhibition de la division cellulaire,  


l'extension  et l'accélération de la mort cellulaire ne sont  pas bien documentés. 


 Le stress salin affecte tous les processus physiologiques importants : la photosynthèse, la 


synthèse des protéines et le métabolisme énergétique avec des  effets indésirables tels que le 


stress osmotique, la toxicité de Na
+
 et de  Cl


-
, la production d'éthylène, la plasmolyse,  le 



http://fr.wikipedia.org/wiki/Pression_osmotique

http://fr.wikipedia.org/wiki/Ions

http://fr.wikipedia.org/wiki/Sel_(chimie)
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déséquilibre nutritif et hormonal, la réduction de la capacité photosynthétique suite à la fermeture  


partielle des stomates (Drew et al., 1992).   


Le stress salin occasionne divers troubles physiologiques et biochimiques qui empêchent ou 


retardent la germination (Rehman et al., 1996 ; Ungar 1996). Il a été  suggéré que le sel affecte 


les taux de germination (Lovato et al., 1994). Chez de nombreuses plantes cultivées, la 


germination des graines et les semis précoces  sont les étapes de la croissance les plus sensibles à 


l'environnement salin (Sivritepe et al., 2003). La salinité peut entraîner des réductions 


significatives des taux cumulés et des  pourcentages  finaux  de la germination et par la suite  la 


réduction  des  rendements de cultures  (Foolad et al., 1999). 


L'accumulation de fortes concentrations de Na 
+ 


ou Cl
-
 dans les feuilles aboutit généralement à la 


formation de lésions de type brûlure des feuilles. Les carences nutritionnelles peuvent se 


manifester  aussi  et sont similaires à celles qui apparaissent en l'absence de NaCl (Vijayan et al ., 


2008).  Les  symptômes de carence en calcium sont communs lorsque le rapport Na
+
/Cl


-
 est élevé 


dans le sol entraînant  une sénescence précoce des feuilles plus âgées et un retard de croissance 


en augmentant la production de l'acide abscissique (ABA) et de l’éthylène (Kefu et al.,1991).                                                                                                                                                 


Des quantités élevées des ions  Na
+
 et Cl


-
  affectent  la disponibilité d'autres éléments nutritifs 


essentiels comme  le potassium, le magnésium, l’azote et le phosphore qui sont extrêmement 


importants pour la croissance des plantes (Tester et Davenport, 2003). Le stress salin induit 


également  un  stress oxydatif. Celui-ci  survient lorsqu'il y a déséquilibre important  entre la 


production des espèces réactives à l’oxygène   ( ROS) et les  agents  antioxydants  produits par la 


plante  conduisant ainsi  à des problèmes physiologiques dramatiques chez la plante (Gratâo et 


al., 2005). Ces espèces réactives à l’oxygène,  les ions hydroxyles en particulier,  possèdent une 


capacité élevée de destruction  des lipides, des acides nucléiques,  des protéines et des  enzymes  


et perméabilisent  aussi   la membrane  en provoquant une peroxydation lipidique (Meloni et al., 


2003). Selon le degré de salinité dans le milieu, les plantes essentiellement les glycophytes sont 







 


8 
 


exposées à des modifications de leur comportement  morphologique, physiologique  (Bennaceur 


et al., 2001), biochimique (Greenan, 2006) et minéral (Martinez et al., 2007). L’arrêt  de la 


croissance se produit chez toutes les plantes mais leurs niveaux de tolérance et les taux de 


réduction de la croissance à des concentrations létales de sel varient largement parmi les 


différentes espèces  végétales. 


   3- Réponses  des plantes au stress salin 


  L’adaptation des plantes  au stress salin  est sans aucun doute un des processus les plus  


complexes impliquant de nombreux changements, y compris l’augmentation transitoire dans les 


niveaux de l’acide abcissique, l’accumulation de solutés compatibles, de protéines,                           


l’augmentation d'antioxydants et la  suppression des voies métaboliques  de consommation 


d'énergie. Presque tous les organismes vivants (microorganismes, animaux et plantes) 


synthétisent des solutés compatibles en réponse à un stress osmotique. Parmi eux, les acides 


aminés,  la glycine bétaine, les sucres ou les sucres alcools  sont des molécules de faible  poids 


moléculaire  et non toxiques à des concentrations élevées, ils protègent les structures cellulaires  


des dommages liés au stress.  Par exemple, ils permettent  l’ajustement osmotique,  piègent les 


espèces réactives à  l'oxygène, stabilisent les enzymes et les protéines, et protègent l'intégrité       


de  la  membrane    chez les plantes soumises à divers stress (Hasegawa et al., 2000; Ashraf et   


Foolad, 2007). 


3-1 –  Synthèse et apport de solutés compatibles 


 


 3-1-1- la proline 


 


 La proline étant un soluté compatible important, elle joue un rôle crucial dans l’osmorégulation 


et l’osmotolérance (Rhodes et Hanson, 1993; Hasegawa et al., 2000). Dans les conditions de 


stress hydrique, la cellule  entraine une  accumulation élevée  de la proline endogène et   pourrait 


donc  constituer   une approche efficace pour atténuer les effets néfastes  de la dessication. En 


plus de son rôle dans l’ajustement osmotique, elle protège les enzymes, les structures des 
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protéines et les membranes des organites. Elle fournit également de l’énergie pour la croissance 


et la survie de la plante (Chandrashekar et Sandhyarani, 1996; Ashraf et  Foolad, 2007; Hoque et 


al., 2007).  


La proline est l’un des solutés compatibles le plus fréquemment accumulé en réponse à des 


contraintes environnementales variées et joue un rôle important dans la tolérance des plantes. Sa 


synthèse endogène  se fait  à partir du L-Glutamate (Fig.1). 


 
Fig. 1  : Voie de biosynthèse de la proline chez les plantes. La voie dérivée du glutamate est bien 


établie  (flèches noires). En rouge la voie de l’ornithine dont l’importance reste à déterminer. (Bray et al., 2000) 


 


La proline se retrouve également dans les cellules sous forme d’analogues parmi lesquels le N-


methyl-L-proline (MP), le trans-4-hydroxy-Nmethyl-L-proline (MHP), le trans-4-hydroxy- 


N-dimethyl-L-proline (DHP), ou la stachydrine (proline- bétaïne) aussi efficace que la glycine 


bétaine. Cette dernière est un puissant osmoprotecteur (Bray et al., 2000). 


L’importance de la proline dans la tolérance au stress a orienté de nombreuses recherches sur les 


gènes impliqués dans sa synthèse. Yoshiba et al. (1995) ont étudié la réponse des deux enzymes 


libérées lors de l’exposition de plants  de Arabidopsis thaliana  à différents traitements. Les 


résultats montrent que la P5C synthétase est induite par la sécheresse, le stress salin mais pas par 


les stress thermiques. Ils ont pu vérifier que l’expression du gène lors du stress osmotique est 
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accompagnée d’une accumulation de proline. Par contre, la P5C réductase n’est pas régulée lors 


du stress. A la levée  du stress, la proline fortement accumulée doit être dégradée. Plusieurs voies 


de dégradations ont été proposées et étudiées. La proline peut être oxydée en glutamate en faisant 


intervenir la proline oxydase ou la proline déshydrogénase (ProDH).  


La proline  synthétisée par la plante fait l’objet d’un transport actif. Ueda et al. (2001) ont 


identifié un ADNc codant pour un transporteur de Proline (HvProT) dont l’expression est 


fortement induite au niveau des racines mais pas  au niveau des feuilles lors du stress salin. Des 


ADNc codant pour des transporteurs spécifiques de la proline  induits lors de stress osmotique 


ont été identifiés chez Arabidopsis thaliana (ProT2, ProT1, famille des AAP), la tomate et le riz 


(Rentsch et al., 1996; Igarashi et al., 2000).  


De plus l’application exogène de la proline  stimule la tolérance aux stress abiotiques chez les 


plantes. L’amélioration de la croissance du mais et du riz est remarquable  à 30mM de proline  


Cette concentration s’est avérée bénéfique lorsqu’elle est appliquée au stade plantule (Roy et al., 


1993; Ashraf et Foolad , 2007). Toutefois, des concentrations élevées  de cet osmolyte  peuvent 


être nocives pour d’autres  plantes  et provoquer  des effets inibiteurs et délétères sur les 


métabolismes cellulaires (Nanjo et al., 2003). Cependant, son efficacité dépend de l’espèce 


végétale, du stade de développement, de la durée d’application et de sa concentration. Les 


concentrations optimales de la proline sont donc  dépendantes de l’espèce ou du génotype. Ce qui 


doit être déterminé avant de recommander son usage commercial en vue d’améliorer la tolérance 


au stress d’une culture particulière (Ashraf et  Foolad, 2007). 


3-1-2-  La glycine betaine 


Dans les conditions salines, la GB permet aux cellules d’ajuster la pression osmotique dans le 


cytoplasme et de maintenir une teneur en eau appropriée (Bohnert et Jensen, 1996 ; Subbarao et 


al., 2001 ; Yokoi et al. , 2002), elle protège également les protéines de la dénaturation induite par 


le sel (Incharoensakdi et al., 1986). En outre, la GB stimule l’activité des enzymes (Bohnert et 
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Jensen, 1996; Yokoi et al., 2002) telles que la ribulose 1,5 biphosphate carboxylase/oxygénase 


(Nomura et al., 1998).   


La GB endogène est synthétisée en deux étapes à partir de la choline exogène dans une réaction 


catalysée par la choline monooxygénase et l’aldéhyde bétaïne déshydrogénase (Fig. 2) 


 


 


Fig .2 : Voie de biosynthèse de la glycine bétaine chez les plantes supérieures ( Landfald et 


Strom, 1986) 


 


En tant qu’osmolyte, la GB ne se retrouve accumulée principalement que chez les plantes 


hautement tolérantes au sel ou au froid. Certaines cultures  végétales (ex: la betterave à sucre   


accumulent la  GB en grandes quantités (Subbarao et al., 2001), tandis que d'autres comme l'orge 


et  le  blé sont des accumulateurs modérés (WynJone et Storey, 1981) et quelques-uns,  y compris 


le canola   ( une variété de colza) n’en  accumulent pas du tout.   


Chez de  nombreuses  plantes cultivées, l’accumulation naturelle de la GB est faible et 


insuffisante pour atténuer les effets néfastes de la déshydatation causée  par les divers stress 


environnementaux. L'apport exogène  de cet osmolyte  constituerait  donc une solution  chez ces 


plantes afin  d’augmenter la tolérance saline (Makela et al., 1996 ; Naidu et al., 1992 ; Ashraf et 


Foolad, 2007). A titre d’exemple, l'application exogène de GB améliore  la tolérance  au sel des 


plants de riz  ainsi que  leur   capacité photosynthétique   par l'amélioration de l'état hydrique de 


la plante (Cha-um et al., 2006).  Il en est de même pour les plants de  moutarde (Mäkelä et al., 


1999), de l’ haricot, (Lopez et al, 2002.), de maïs (Yang et Lu, 2005) et  de  blé (Raza et al., 


2006; 2007).  
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 3-1- 3 - Sucres et dérivés 


 Si les sucres sont les éléments carbonés primaires synthétisés et exportés dans toute la plante 


lors de la photosynthèse, ils ont également un rôle non énergétique d’osmorégulateur et 


d’osmoprotecteur (Yancey, 2001). L’augmentation de la teneur en sucres ou dérivés et leur rôle 


dans la réponse  aux stress hydrique ont  été établis depuis longtemps chez de nombreuses 


espèces (Gorham et al., 1981). 


3-1-3-1- Saccharose  


 L’accumulation de saccharose chez les plantes reviviscentes (càd reprennent l’activité après une 


période d’anhydrobiose) est particulièrement nette et prendrait une large part dans l’acquisition 


de la tolérance à la dessiccation. Craterostigma plantagineum accumule de grandes quantités de 


2-octulose qui est  converti en saccharose pour une part supérieure à 80% (Scott, 2000). Lors 


d’une dessiccation sévère une saturation en sucres permet une vitrification du cytoplasme de la 


cellule et évite une cristallisation des solutés qui causerait des dommages cellulaires irréversibles. 


Les propriétés physiques obtenues sont proches de celles d’un solide et sont à l’origine de la 


tolérance à la dessiccation des graines. Koster et Leopold (1988) ont rapporté une corrélation 


entre la teneur en sucres solubles - stachyose et raffinose - des graines et la capacité germinative 


du soja, du pois et du maïs. 


Le sucre principal intervenant dans la croissance est certainement le saccharose mais d’autres  


rôles lui sont attribués dans les mécanismes de régulation de l’expression des gènes (Ingram et 


al., 1997; Kleines et al., 1999). Il peut être synthétisé à partir d’UDP-glucose et de fructose-6-


phosphate ou de fructose. Dans le premier cas l’enzyme impliqué est la sucrose-phosphate 


synthase (SPS), dans le second, il s’agit de la  sucrose synthase (SuS)  mais  cette enzyme 


catalyse plutôt la réaction inverse de dégradation du saccharose. Dans une synthèse sur le rôle et 


la régulation de la SPS chez les plantes supérieures. Selon  Huber et al. (1996), cet enzyme est 


activé par les stress osmotiques chez l’épinard et les tubercules de pomme de terre. 
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3-1-3-2 - Tréhalose.  


L’osmoprotecteur  le plus efficace en termes de concentrations est sans doute le tréhalose 


(Arguelle, 2000). Ce disaccharide non réducteur a la particularité d’être particulièrement stable à 


la température, au pH et aux réactions avec d’autres molécules comme les acides aminés. Présent 


chez de nombreuses bactéries, champignons et quelques plantes tolérantes à la dessiccation, il 


n’est pratiquement pas détecté chez les plantes supérieures. Cependant des séquences 


homologues aux enzymes de sa voie de biosynthèse ont été découvertes chez Arabidopsis 


(Goddijn et  van Dun 1999). Il s’agit de la tréhalose-6-phosphate synthase (TPS) qui permet de 


convertir l’UDP-glucose et le glucose-6-P en tréhalose-6-P, et de la tréhalose-6-phosphate 


phosphatase (TPP) qui convertit le tréhalose-6-P en tréhalose (Fig.3).                                                  


Des essais de transformation de plants de tabac avec des TPS de levures ou de bactéries ont 


permis d’obtenir une meilleure tolérance à la sécheresse, une capacité photosynthétique 


améliorée, une baisse de la teneur en saccharose et une croissance retardée. Les quantités de 


tréhalose accumulées restaient cependant faibles (≤ 0.5 μmolg-1) (Penna , 2003). 


  


                        (A)                                                                  (B) 


Fig. 3 :  Structure chimique (A) et  voie de biosynthèse  (B) du Tréhalose 


3-1-3-3- Mannitol 


 Il est la forme réduite du mannose. Ce sucre alcool se retrouve très largement distribué chez les 


plantes. Son accumulation est souvent mise en évidence lors de stress salins. Le mannitol est 



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/9f/Trehalose.svg
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synthétisé à partir de fructose-6-phosphate. Chez les bactéries, il existe un gène Mt1D codant 


pour une mannitol-1-phosphate déshydrogénase qui est nécessaire à l’assimilation du mannitol et 


du glucitol par la bactérie (Watanabe et al . , 2003). L’enzyme produite catalyse la réaction de 


conversion entre le D-fructose 6-phosphate et le D-mannitol 1- phosphate en présence de NADH. 


L’expression combinée de ce transgène Mt1D et d’un autre gène GutD –codant une glucitol-6-


phosphate déshydrogénase chez le pin taeda s’est traduite par une surexpression des transcrits 


correspondants et une accumulation de mannitol et de glucitol. Les plants obtenus présentaient 


une meilleure tolérance au stress salin (Tang et al., 2005). 


 


Fig. 4 : Structure   chimique du mannitol 


3-1-3-4- Sorbitol 


Ce sucre  est présent à de très fortes concentrations dans les fruits des Rosaceae où il peut 


représenter 60 à 90% des composés carbonés provenant des feuilles. Il est  également impliqué 


dans la régulation osmotique (Lo Bianco et al. , 2000). L’expression d’un transgène de la pomme 


codant pour une sorbitol-6-phosphate déshydrogénase chez le tabac permet de mesurer une 


accumulation de sorbitol. Les teneurs enregistrées seraient suffisantes pour avoir un effet sur le 


potentiel osmotique. Mais les concentrations élevées de ce composé chez une plante dont le 


métabolisme n’y est pas adapté ont entraîné des perturbations comme un développement 


racinaire réduit, des nécroses des feuilles ou une croissance réduite. Seuls les plants ayant des 


teneurs faibles en sorbitol ont conservé le phénotype sauvage et l’impact sur la tolérance au  


stress était difficile à interpréter (Sheveleva et al. , 1998). Cette expérience met en évidence les 


difficultés à estimer l’implication d’un composé ou d’un gène dans la réponse à un stress.  



http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Mannitol_structure.png





 


15 
 


 


Fig. 5 : Structure chimique  du sorbitol 


 


  4 - Rôles des rhizobactéries dans l’amélioration de la croissance végétale   


Diverses études  visent à développer des cultures tolérantes au sel et surmonter  ainsi l'effet de la 


salinisation (Khan et al., 2009). Actuellement, la création par sélection ou d’OGM de variétés 


résistantes aux sols salins et/ou aux eaux d'irrigations saumâtres est un sujet de recherche et de 


spéculation financière. Les généticiens cherchent à insérer dans des plantes cultivées des 


éléments de génomes d'autres plantes ou d'autres organismes résistants au sel. Mais l'un des 


problèmes agronomiques est qu'en zone salinisée (ou à risque de salinisation), des cultures 


intensives d'arbres ou plantes résistantes au sel peuvent  en augmentant l'évapotranspiration  


concentrer le sel encore  plus  dans les couches supérieures du sol et aggraver les effets de la 


salinisation pour les autres organismes. Ce type  d’approche n’est ni  facile, ni  économique pour 


une agriculture durable, tandis que l’inoculation microbienne est une meilleure option (Hartmond 


et al., 1987). L'utilisation de PGPR  (Plant Growth Promoting  Rhizobacteria) comme inocula 


dans l'agriculture pour réduire  le stress salin est la voie  la plus prometteuse pour améliorer la 


production et le rendement des régions touchées par la salinité. 


4-1- Communauté microbienne de la rhizosphère 


Dans le sol, les microorganismes représentent la majorité des organismes vivants et constituent  


une importante part de la diversité génétique de la planète. Il a été estimé qu’un gramme de sol 


contiendrait de 1010 à 1011
 bactéries (Horner-Devine et al., 2003), de 6000 à 50000 espèces 


bactériennes (Curtis et al., 2002) et jusqu’à 200 m d’hyphes fongiques (Leake et al., 2004). De 



http://fr.wikipedia.org/wiki/S%C3%A9lection

http://fr.wikipedia.org/wiki/Organisme_g%C3%A9n%C3%A9tiquement_modifi%C3%A9

http://fr.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9n%C3%A9ticien

http://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89vapotranspiration

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/44/Sorbitol.svg
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plus, les microorganismes jouent un rôle clé dans  un grand nombre de processus des différents 


écosystèmes incluant l’acquisition d’éléments nutritifs pour les plantes (Sprent, 2001;  Smith et 


Read, 2008), les cycles biogéochimiques de l’azote (Kowalchuk et Stephen, 2001) et du carbone 


(Högberg et al., 2001) et la structure du sol (Rillig et Mummey, 2006). Alors  que le rôle  des 


microorganismes est largement  établi dans les cycles biogéochimiques, leur impact sur la 


productivité et la diversité des plantes est encore insuffisamment compris.  Un processus majeur 


dans la rhizosphère consiste en la rhizodéposition de composés carbonés par les racines. Un tiers 


de ce carbone  permet l’élaboration de la biomasse racinaire, un second tiers est respiré par les 


racines, alors qu’un dernier tiers correspond à la rhizodéposition qui constitue une source 


d’énergie essentielle pour les microorganismes du sol. Ainsi, les racines et leurs rhizodépôts 


(notamment les exsudats racinaires) jouent un rôle majeur en stimulant les activités microbiennes 


et l’ensemble des chaînes trophiques qui en découlent. La densité des populations de la 


microflore associée aux racines est significativement plus élevée dans la rhizosphère que dans le 


sol nu (Van Loon, 2007). Ces modifications quantitatives de la microflore ou « effet 


rhizosphère », s’accompagnent également de modifications qualitatives. En effet, la diversité et 


la structure des communautés microbiennes dans la rhizosphère (Cardon et Gage, 2006 ; Garbeva 


et al., 2008) et leur activité métabolique (Pinton et al., 2001; Nannipieri et al., 2008) diffèrent de 


celles du sol nu. Les composés organiques exsudés par les plantes dans la rhizosphère 


augmentent l’activité et la prolifération  de différents groupes de microorganismes et augmentent 


leur prolifération (Bais et al., 2006).  


La microflore rhizosphérique est naturellement constituée de procaryotes et  d’eucaryotes (Kent 


et Triplett, 2002 ; Cardon et Gage, 2006). Certains sont sans effets sur le développement des 


végétaux (microorganismes commensaux), d’autres  encore  sont favorables (mutualistes) alors 


que d’autres, enfin, ont des  effets délétères (parasites et phytopathogènes). (Whipps, 2001). La 


rhizosphère joue un rôle actif dans la régulation des interactions entre plantes et microorganismes 
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(Hirsch et al., 2003). De ce fait, il a été suggéré que la plante favorise celles qui lui sont 


bénéfiques (Lynch, 1987; Cook et al., 1995). Afin d’optimiser les interactions favorables et 


développer des pratiques agricoles respectueuses de l’environnement il est nécessaire de mieux 


connaître le mécanisme  de ces interactions.  


Actuellement, l’inoculation par  les microorganismes tels que les champignons mycorhizogènes 


(Elhassan et al., 2010; Gianinazzi et al., 2010) et les bactéries fixatrices d’azote (Bhattacharjee et 


al., 2008 ; Elhassan et al., 2010) représentent un potentiel important pour l’amélioration de la 


croissance et la lutte biologique contre les maladies d'origine tellurique. La variabilité des 


résultats obtenus par l’utilisation d’organismes vivants est souvent supérieure à celle obtenue par 


l’application de produits de synthèse. De meilleures connaissances des mécanismes d’interaction 


permettraient  de développer des pratiques autres que l’utilisation d’inoculants notamment celle 


consistant à favoriser des populations déjà présentes dans la rhizosphère et bénéfiques pour les 


plantes.  


4-2- Effets bénéfiques des rhizobactéries 


La microflore rhizosphérique bénéfique pour les plantes peut avoir soit un effet direct via les 


organismes associés à la racine (relations mutualistes) ou indirect via l’action des 


microorganismes vivant librement dans la rhizosphère (Van der Heijden et al., 2008). 


4-2-1- Directs  


Différents microorganismes de la rhizosphère mettent en place des associations symbiotiques 


avec les plantes et stimulent leur productivité et leur diversité. Les associations les plus connues 


sont celles des bactéries fixatrices d’azote appartenant aux actinomycètes et aux Rhizobiaceae. 


Les Rhizobia sont particulièrement bien étudiées, elles établissent des relations symbiotiques 


avec les plantes appartenant à la famille des légumineuses (Bloemberg et Lugtenberg, 2001). 


Cette symbiose entre les Rhizobia et les légumineuses se caractérise par la formation sur les 


racines hôtes de nodosités dans lesquelles ces bactéries se logent (Dénarié et al., 1992 ; Franssen 
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et al., 1992 ; Perret et al., 2000). L’association symbiotique permet aux Rhizobia de bénéficier 


d’un micro-habitat favorable dans lequel ces bactéries ont accès aux substrats carbonés issus de 


la photosynthèse. En échange, les bactéries réduisent l’azote atmosphérique en ammonium et le 


rendent, ainsi, directement assimilables par les plantes-hôtes. Les bactéries fixatrices d’azote sont 


des régulateurs importants de la productivité des plantes incapables d’utiliser l’azote 


atmosphérique  sans ces microorganismes. 


4-2-2- Indirects  


Les microorganismes vivant librement dans la rhizosphère ont  un effet bénéfique indirect sur la 


plante (Van der Heijden et al., 2008) caractérisé d’une manière générale par le  processus de 


minéralisation, voie importante par laquelle ces microorganismes décomposent la matière  


organique insoluble et soluble et libèrent ensuite des éléments minéraux disponibles pour les 


plantes.  


La fixation de l’azote atmosphérique est un mécanisme permettant aux microorganismes 


fixateurs dits ‘libres’ de favoriser l’amélioration de la croissance de la plante. Ces bactéries 


appartiennent à différents genres tels que Azospirillum, Herbaspirillum, Acetobacter, 


Azotobacter et Azoarcus (Steenhoudt et Vanderleyden, 2000).  Elles  fixent l’azote à des taux 


relativement faibles mais  néanmoins significatives (< 3 kg ha-1
 )  (Cleveland et al., 1999). Ces 


bactéries sont utilisées en agriculture pour la biofertilisation des sols  lorsque l’azote du sol est un 


facteur  limitant (Bloemberg et Lugtenberg, 2001). Certaines bactéries sont utilisées pour 


améliorer le développement de la racine via la production de phytohormones (Bloemberg et 


Lugtenberg, 2001) telles les  auxines dont l’acide indole acétique (AIA), les cytokinines et les 


gibbérellines (Steenhoudt et Vanderleyden, 2000; Vessey, 2003; Barea et al., 2005). Alors que 


d’autres  sont capables de favoriser la croissance des plantes par de la mise en place des 


symbioses entre les racines et les bactéries fixatrices d’azote (Remans et al., 2007) et les 


champignons mycorhizogènes (Garbaye, 1994; Frey-Klett et al., 2007; Pivato et al., 2009). Les 
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bactéries ayant la capacité de promouvoir l’établissement des mycorhizes en améliorant le 


contact des champignons avec les racines des plantes hôtes et la colonisation de ces racines, sont 


appelées MHB (Mycorrhiza Helper Bacteria) (Garbaye, 1994). 


Par ailleurs, de nombreuses bactéries sont capables d’améliorer la santé des plantes en limitant la 


croissance des microorganismes phytopathogènes. Certaines sont utilisées en agriculture comme 


agents de lutte biologique (Bloemberg et Lugtenberg, 2001; Whipps, 2001). 


 Ces  bactéries sont capables d’avoir un effet protecteur en induisant des mécanismes de défense 


chez les plantes par  la résistance systémique induite (ISR : Induced Systemic Resistance ) (Van 


Loon, 2007) permettant aux plantes de mieux se protéger contre l’attaque éventuelle de 


pathogènes. D’autres bactéries peuvent contrôler la croissance des pathogènes par la compétition 


pour les éléments nutritifs, comme par exemple, pour le carbone (Lemanceau et al., 1988) et pour 


le fer dont la biodisponibilité dans le sol est très faible (Lemanceau et al., 2009). L’antagonisme 


microbien lié à la production de métabolites ayant des propriétés antibiotiques est également un 


mécanisme par lequel les bactéries rhizosphériques protègent les plantes contre les 


phytopathogènes (Van Loon, 2007 ; Mazurier et al., 2009). Ces  bactéries existants à l’état libre 


dans la rhizosphère et dont l’effet global favorise la croissance de la plante (Lemanceau, 1992) 


sont désignées collectivement par le terme PGPR ( Kloepper et Schroth, 1978).  


Au cours des dernières années, le nombre des PGPR identifiées a connu une grande 


augmentation  2 à 5℅ des rhizobactéries; elles comprennent de  nombreuses espèces bactériennes 


parmi elles  Azotobacter est présent en quantité importante  au niveau de la rhizosphère  (Whipps 


2001; Ahmad et al., 2008). 


4-2-2-1- Le  genre Azotobacter 


Azotobacter est un genre bactérien appartenant à la sous-classe des Gammaproteobacteria. Selon 


la deuxième édition du "Bergey's Manual of Systematic Bacteriology"(2005) (Brener et al., 


2005) le genre  Azotobacter  est transféré  de  la famille des Azotobacteriaceae à la famille des 



http://fr.wikipedia.org/wiki/Gammaproteobacteria
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Pseudomonadaceae sur la base des séquences des ADNr 16S. Les cellules  du genre Azotobacter  


sont des bacilles à Gram négatif, ovoïdes et relativement larges (2 à 4 µm, jusqu'à 6 µm) et 


peuvent prendre plusieurs formes (cocci ou batonnets) non sporulés, mobiles grâce des flagelles 


multiples. Ce sont des bactéries aérobies à métabolisme strictement respiratoire. Contrairement 


au genre Azomonas, Azotobacter a la capacité de former des cystes en absence de nutriments. 


Ceux-ci remplis de poly-β-hydroxybutyrates (PHB) sont utilisés par les bactéries en cas de stress 


environnementaux comme source d’énergie. Le genre comprend plusieurs espèces 


(chroococcum, beijerinckii, vinelandii, nigricans, armeniacus , paspali…) qui se distinguent par 


leurs caractères biochimiques  et la production de pigments (Tab. 1).  


Les Azotobacter sont ubiquitaires et  peuvent être isolés de l’eau et du sol où ils y vivent 


librement. Cependant, ils sont beaucoup plus nombreux au voisinage des radicelles. Bien qu'ils 


n'en soient pas dépendants, ils sont plus abondants près des racines  et dans la rhizosphère 


qu'ailleurs dans le sol. Les Azotobacter préfèrent les sols neutres ou légèrement alcalins, bien 


oxygénés et moyennement humides. Ces bactéries fixent mieux l'azote atmosphérique dans les 


sols où les apports d'azote minéral sont réduits. Elles peuvent fixer  au moins 10µg d’azote/g de 


glucose consommé. La fixation nécessite les ions molybdène. Ces bactéries exigent néanmoins 


des apports organiques importants probablement comme source de carbone. Il semblerait que ces 


bactéries aient d'importantes facultés à utiliser les apports minéraux sous forme insoluble qu'il 


s'agisse de phosphates ou de nitrates (Buchan et Gibbous, 1974).  


Les bactéries du genre Azotobacter, en plus d’être  des  diazotrophes, jouent un rôle important 


dans le cycle de l'azote. Azotobacter étant qualifié de PGPR synthétise des substances 


biologiquement actives telles que  les phytohormones (les auxines) stimulant ainsi la croissance 


des plantes (Ahmed et al., 2005). Ils facilitent également la solubilité de certains minéraux  dans 


le sol et améliorent la biorestauration des sols (Rajaee et al., 2007). 


 



http://fr.wikipedia.org/wiki/Poly-%CE%B2-hydroxybutyrate
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   Tab. 1: Caractères phénotypiques des espèces de Azotobacter (Brener et al.,2005) 


 


 


A. chroococcum A .beijerinckii A. vinelandii A.nigricans A. armeniacus A. paspali 


 


Morphologie 


Bâtonnets  


ovales ou cocci. 


Bâtonnets aux 


extrémités 


arrondies. 


Bâtonnets  


aux 


extrémités 


arrondies. 


Bâtonnets  


aux 


extrémités 


arrondies. 


Bâtonnets 


long aux 


extrémités 


arrondies. 


Bâtonnets 


aux 


extrémités 


arrondies. 


 


Dimension 


3 à 7µm 


de long 


1,5 à 2,3µm 


de large. 


3,2 à 5,3µm 


de long 


1,7 à 2,7µm 


de large. 


3 à 4,5µm 


de long 


1,5 à 2,4 µm 


de large. 


4,1 à 4,9µm 


de long 


1,5 à 2,7µm 


de large. 


5à 5,7µm 


de long 


1,7 à 2 µm 


de large. 


7 à 10,9µm 


1,3à 1,7µm 


Mais des 


fois 


3,2 à 4,2µm 


1,6 à 1,9µm 


 


Disposition 


En paire Cellules 


isolées ou en 


paires parfois 


en petite 


chainette. 


Cellules 


isolées ou en 


paires 


Cellules 


isolées ou en 


paires 


Cellules 


isolées ou en 


paires 


Cellules 


isolées ou en 


paires 


 


Mobilité 


Mobile par des 


flagelles 


péritriches. 


 


- 


Mobile par 


des flagelles 


péritriches 


 


- 


Mobile par des 


flagelles 


péritriches. 


Mobile par 


des flagelles 


péritriches. 


Fluorescence 


vert jaunâtre 


 


- 
 


- 
 


+ 


 


- 


 


- 
 


+ 


 Fluorescence 


verte  


 


- 


 


- ± - - - 


 


Fluorescence


marron – 


noir   


+ - - ± - - 


 Fluorescence 


rouge – violet 


- - ± ± + + 


  


 Mannitol 


 


+ 


 


± 


 


+ 


 


± 


 


+ 


 


- 


Rhamnose - - + - + - 


Caprylate - - + - + - 


Malonnate ± 


 


+ + ± - - 
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5- Modes d’action des PGPR     


Les modes d’action des PGPR  sont regroupés traditionnellement en directs et  indirects. Bien 


que la différence entre les deux ne soit pas toujours évidente. Les mécanismes directs sont ceux 


agissant  à l’intérieur des plantes et affectent directement leur métabolisme tandis que les 


mécanismes indirects,  en général, sont ceux qui se produisent en dehors des plantes.                          


Les mécanismes directs comprennent les  processus de biofertilisation (solubilisation des 


phosphates) et de  biostimulation (production des phytohormones : l’acide indole acétique, les 


cytokinines, l’acide gibbérillique...). Les processus de biocontrôle  (production des métabolites 


antifongiques, production de composés volatiles…) constituent  des mécanismes indirects.  


5-1-Mécanismes directs 


5- 1-1- Solubilisation du phosphate :  


   Le phosphore est un macronutriment indispensable à la croissance et au  développement des 


plantes mais aussi un important élément nutritif  limitant cette croissance. Il joue un rôle essentiel 


dans le transfert d'énergie nécessaire à la croissance et l'amélioration de la productivité des 


végétaux. Le phosphate est présent dans le sol à la fois sous forme organique (esters 


phosphoriques) et inorganique (composés minéraux insolubles). Malgré son abondance dans le 


sol il n'est assimilable par  les plantes qu’une fois solubilisé. La solubilisation des phosphates  est 


la capacité des microorganismes de convertir le phosphate insoluble à une forme accessible. Ce 


processus permet  de  réduire l'utilisation d'engrais phosphatés (Chaiharn et Lumyong, 2009). Les 


bactéries rhizosphériques solubilisant le phosphate pourraient donc  constituer une source 


prometteuse comme  agent biofertilisant dans l'agriculture (Sharma et al., 2007). Les 


microorganismes solubilisant les phosphates ( MSP) pourraient aussi faciliter   la croissance et le 


développement des plantes par la production  de  nutriments essentiels, modifier  la concentration 


des substances améliorant la croissance des plantes telles que l’AIA  ou stimuler la fixation 


symbiotique et non symbiotique de l’azote moléculaire. Ils peuvent jouer aussi un rôle dans la 
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production des sidérophores, des antibiotiques et d’acide cyanhydrique (HCN) (Khan et al., 


2009). Les PGPR les plus impliqués sont notamment: Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, 


Burkholderia, Micrococcus, Azotobacter et Erwinia. 


  La solubilisation des phosphates est le résultat de  l'acidification, de  la chélation, des réactions 


d’échange d'ions et de production d’acides organiques  de faible poids moléculaire. Le principal 


mécanisme de solubilisation  est souvent  la production d’acides  gluconique et  2-cétogluconique  


les plus fréquemment rencontrés.  D’autres acides organiques - glycolique, oxalique, malonique 


et succinique -  sont également identifiés. Ils sont  produits par la voie d'oxydation directe au 


niveau de la membrane cytoplasmique des bactéries conduisant  à l'acidification des cellules et 


leur environnement et par conséquent  à la libération du phosphate sous forme ionique. Par 


contre, la libération des groupements phosphates liés aux composés organique est assurée par  


l’action des phosphatases ( Nautiyal, 1999). L’adaptation et l'activité des MSP peuvent  être 


affectées par les facteurs environnementaux, en particulier les  conditions stressantes (Nautiyal, 


1999). L'isolement des microorganismes à partir de  niches microbiennes pertinentes est 


indispensable afin d’augmenter les chances en vue de leur  utilisation comme moyen 


d’amélioration de la solubilisation des phosphates. Le principe général d'adaptation bactérienne  


au stress peut être provoqué par l’exposition prolongée  à une intensité  sublétale  du même stress  


ou dans certains cas à un autre stress. En effet, les souches isolées à partir de sols acides ont le 


potentiel de  solubiliser les phosphates  dans des conditions stressantes (concentration en sel et 


pH élevés) (Thakuria et al., 2004). L’inoculation de plantes  par les bactéries solubilisant les 


phosphates, Herbaspirillum seropedicae et Burkholderia sp., augmentent  le rendement  de la 


récolte de 1,5 à 21% par rapport aux témoins non inoculés dans des conditions salines (Baldani et 


al.,  2000). La solubilisation du phosphate  par des souches de Pseudomonas isolées à partir des 


zones froides de l'Himalaya indique que ces souches ont développé la capacité de solubiliser le 


phosphate sous milieu stressant (alcalinité,  salinité et  dessiccation). De plus,  certaines souches 
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de Pseudomonas fluorescens ayant le même potentiel dans des conditions de stress élevé sont 


bien adaptées au froid. 


 


 Fig. 6 : Mécanismes de l’amélioration de la croissance des plantes par des bactéries 


solubilisant  le phosphate  (Khan et al., 2009). 


 


5-1-2-Production des sidérophores: 


    Le fer est un élément capital pour les bactéries, les champignons et les plantes. Grâce à ces 


deux valences stables, le fer participe dans les réactions d'oxydo-réduction. On le trouve dans 


toutes les enzymes héminiques tels les cytochromes et les hydro-peroxydases ainsi que chez la 


plupart des ribonucléases. 


Cet élément est abondant dans le sol et se présente sous forme d'oxyde de fer mais il demeure 


souvent un facteur limitant pour la croissance de la flore bactérienne  et de celles des plantes. 
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La faible  biodisponibilité du fer dans la rhizosphère entraine une compétition accrue. Sous des 


conditions limitantes en fer, les PGPR synthétisent  des composés à faible poids moléculaires 


généralement inférieur à 1 kDA appelés " sidérophores". 


L'implication des sidérophores dans l'antagonisme entre les populations microbiennes est le 


résultat de la disponibilité limitante du fer qui affecte la croissance et le développement 


microbien dans la rhizosphère. Une compétition pour cet élément s’installe entre les 


microorganismes. La production de sidérophores et la capacité de les assimiler devient alors un 


avantage écologique dans la rhizosphère. Les sidérophores libérés par les PGPR chélatent le fer 


minéral par la formation d’un complexe soluble Fe
3+


. Le fer complexé au sidérophore n'est 


assimilable que par les  microorganismes producteurs ou possédant  des récepteurs membranaires 


spécifiques  capables de le reconnaître  et de le transporter par un mécanisme actif (Briat, 1992). 


Privée de fer, la flore tellurique nuisible ralentit sa croissance et sa densité diminue dans la 


rhizosphère (Loper et Buyer, 1991). 


Les sidérophores sont synthétisés par des bactéries telles  Bacillus, Pseudomonas, Azotobacter 


(Ahmad et al., 2008). Certaines bactéries du genre Pseudomonas ont un grand pouvoir de 


chélation du fer. Elles peuvent reconnaître et utiliser les sidérophores produits par d´autres 


souches alors que ces dernières ne sont pas capables d´utiliser le sidérophore qu´elles produisent. 


Cette particularité peut favoriser la souche dans le processus de la colonisation et la compétition 


pour le substrat mieux que d´autres micro-organismes  rhizosphériques (Ongena et al., 2002). 


Bien que les sidérophores soient principalement spécifiques du fer, ils peuvent aussi complexer 


d’autres métaux lourds toxiques en  augmentant  leur solubilité. En outre, ils  contribuent  à  la 


production des biopesticides et des agents de biocontrôle et favorisent la solubilisation des 


phosphates.  Enfin, ils ont  d’autres  fonctions biologiques telles que l’amélioration de  la fixation 


d'azote et l’augmentation de  la nodulation (Khan et al., 2009) (Fig. 7). La production des 


sidérophores par des souches de Rhizobium est  considérée comme un moyen efficace  
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d'améliorer la nodulation et la fixation de N2 (O’hara et al., 1988; Khan et al., 2009).  Les 


bactéries telles Azotobacter vinelandii MAC 29 et Bacillus cereus UW 85 produisant des  


sidérophores sont utilisées comme  PGPR afin d’augmenter le rendement des cultures (Husen, 


2003).  


 


 


Fig. 7 : Les fonctions biologiques des sidérophores (Khan et al., 2009) 


5-1-3- Les régulateurs de croissance des plantes : 


    Les régulateurs de croissance sont des substances actives  qui agissent  sur  les mécanismes  


physiologiques, notamment  sur la différenciation ou l’élongation racinaires, sans nuire à la 


plante du point de vue agronomique. 


5-1-3-1- La production de phytohormones: 


Les hormones végétales sont des messagers chimiques qui affectent la capacité de la plante à 


réagir à son environnement. Sans compter qu'elles jouent un rôle important dans                                   


la  réponse  de la plante aux stresses biotiques et abiotiques.  De nombreux travaux  indiquent 
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que  l'utilisation des hormones en tant que molécule- signal ne sont pas  destinées seulement aux 


plantes mais participent également à la communication entre les bactéries et d'autres micro-


organismes tels le  « quorum sensing » ou la résistance systémique induite  ISR (Spaepen et al.,  


2007). Il existe cinq principaux groupes d’hormones: les auxines, les gibbérellines, l'éthylène, les 


cytokinines et l'acide abscissique. L’acide indole-3-acétique  (AIA) est le plus important  du 


groupe des auxines (Ashrafuzzaman et al., 2009).  


5-1-3-1-1-L’acide indole acétique (AIA):  


    L’acide indole acétique AIA est une auxine primaire active dans la majorité des plantes. Il 


fonctionne comme une molécule - signal importante dans la régulation du développement des 


plantes. L’AIA intervient dans les premiers stades de l'embryogenèse. Il contrôle aussi bien 


l'organisation du méristème apical (phyllotaxie), la ramification des parties aériennes de la plante 


(dominance apicale), la formation de la racine principale, l'initiation des racines latérales et 


adventives (rhizogénèse) et intervient également dans les tropismes en réponse à la gravité 


(gravitropisme) ou à la lumière (phototropisme). Ces multiples effets sur les différents stades de 


la croissance de la plante résultent du contrôle que cette phytohormone exerce  sur la division 


cellulaire, l'élongation cellulaire et certaines étapes de différenciation (Fig. 8). Diverses espèces 


bactériennes possèdent la capacité de produire de l’AIA. Celle-ci peut être utilisée comme outil 


de dépistage des souches PGPR performantes (Khalid et al., 2004). Les PGPR libèrent ces 


auxines dans la rhizosphère comme des métabolites secondaires (Khan et al., 2009). Les  PGPR 


synthétisent et sécrètent  l’AIA qui sera absorbé par la graine ou la racine  à partir du tryptophane 


et d'autres petites molécules  présentes dans les semences ou les exsudats racinaires (Whipps, 


1990 ; Fallik et al., 1994). Le tryptophane est le principal précurseur pour la biosynthèse d'AIA. 


Les exsudats des racines sont la ressource principale de tryptophane  dans le sol (Spaenpen et al., 


2007). Une partie de l’AIA est repris par la plante qui s’ajoute à l'AIA endogène de la  plante  


pour stimuler la prolifération cellulaire des plantes et l'allongement  racinaire. 
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   L’analyse  du rôle de l’AIA montre que les bactéries utilisent cette phytohormone pour établir 


des interactions avec  les plantes dans le cadre de leur stratégie de colonisation  notamment  la 


phytostimulation et l'intervention dans les mécanismes de base de défense des plantes (Ryan et 


al., 2008). Certains PGPR dont   Pseudomonas putida  synthétisent et sécrètent  des  régulateurs 


de croissance   telle que l’AIA qui infiltre  les cellules végétales et stimule la croissance racinaire 


en augmentant   la longueur  de 35-50% (Patten et Glick, 2002). En outre, l'AIA active l’ACC 


synthase pour produire plus d’ACC  qui sera  transformé en éthylène par l’ACC oxydase (Mayak 


et al., 2004). Simultanément, l’ACC désaminase hydrolyse  l’ACC et inhibe ainsi la production 


de l’éthylène. En conséquence, l'effet final de la production d'éthylène sur la croissance racinaire  


dépend de l'équilibre entre  l'AIA et l'ACC désaminase produits.  


 


 


Fig. 8 : Rôles de l’AIA dans l’amélioration  de la croissance des plantes (Khan et al., 2009) 
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5-1-3-2-  Rôle de l’ACC désaminase 


L'éthylène gazeux produit de manière endogène par les plantes agit comme  molécule secondaire 


de signal dans l'induction des défenses de la plante (Ecker, 1995). La surproduction de cette 


molécule  en réponse aux stress abiotiques et biotiques conduit à l'inhibition de  l’élongation  


racinaire  et, par conséquent, la croissance de la plante dans son ensemble. Les PGPR possédant  


l’ACC désaminase régulent   et  abaissent  les niveaux de l'éthylène en métabolisant  l’ACC, un 


précurseur de l'éthylène. L’ACC désaminase  régule la production d'éthylène en réponse à une 


multitude de stress biotiques et abiotiques comme la salinité, la sécheresse et les variations de  


température. Les bactéries possédant une  ACC désaminase confèrent  la tolérance des  plantes au 


sel (Cheng et al., 2007). Selon  Glick et al. (1998)  une partie importante de l’ACC  peut être 


exsudée par les racines ou les semences  et  est ensuite  consommée  par la microflore   du sol ou 


hydrolysée  par   l’ ACC désaminase en  ammoniac et en  α-cétobutyrate. L'absorption et 


l'hydrolyse  de  l’ACC  par les microorganismes  diminuent  sa quantité  en dehors  la plante  


(Fig. 9). L’ACC désaminase existe  chez  de nombreuses espèces microbiennes: les  bactéries à 


Gram négatif  et positif, Rhizobium, endophytes et champignons  (Jia et al., 1999). Ainsi, 


l’inoculation de graines de la tomate  par Acinetobacter  piechaudii  possédant  une ACC 


désaminase augmente significativement les poids frais et sec des semis  cultivés en présence de 


NaCl (jusqu'à 172 mM).  Cette  bactérie réduit la production d'éthylène dans les plantules de 


tomate soumis à  des concentrations croissantes de sel. Toutefois, la teneur en sodium  n'a pas 


diminué tandis que l'absorption de phosphore et de potassium est  légèrement augmentée ce qui   


contribue en partie à l'activation des processus  impliqués dans la lutte contre l'effet néfaste du 


sel. Cette espèce bactérienne a également optimisé  l'efficacité de l'utilisation de l'eau  en milieu 


salin et a contribué  dans la lutte contre l’effet  du sel sur la  photosynthèse (Mayak et al., 2004). 


L’inoculation des plantes d’arachide par des  souches   de Pseudomonas fluorescens   possédant 


l'ACC désaminase  renforce   la résistance physiologique de la plante  et  augmente  le rendement 
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par rapport à celles inoculées par  des souches dépourvues de cette enzyme (Saravanakumar et 


Samiyappan, 2007). 


     


 
 


Fig. 9 : Mécanisme d’action de l’ACC désaminase sur la production de l’éthylène par la 


plante sous stress abiotiques (Glick et  al., 1998) 


5-2- Mécanismes indirects  


5-2-1- Lutte biologique  


Les PGPR autochtones  du sol et la rhizosphère jouent un rôle majeur dans la lutte biologique 


contre les agents pathogènes des plantes. Elles  peuvent supprimer un large spectre de maladies 


bactériennes, fongiques et parasitaires. Les PGPR peuvent aussi procurer une protection contre 


les maladies virales. De nombreux travaux présentent la diversité  des  agents microbiens 


impliqués dans la lutte biologique (Weller, 1988; Siddiqui, 2006). L´antibiose est probablement 


le mécanisme le plus connu et peut-être le plus important utilisé par les PGPR pour limiter 


l´invasion de pathogènes dans les tissus de la plante- hôte (Whipps, 2001). Il consiste en une 
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inhibition directe de la croissance du pathogène via la production de métabolites aux propriétés 


antifongiques et/ou antibiotiques. Une  variété de métabolites (l’amphisine,  les butyrolactones, le  


2, 4-diacétylphloroglucinol ou DAPG, le lipopeptide cyclique, l’HCN,  l’acide phénazine-1-


carboxylique, la pyoluterine, la pyrrolnitrine etc …)  est élaborée par les PGPR (Whipps, 2001). 


Certaines PGPR produisent  des enzymes lysant les cellules fongiques, par exemple : 


Pseudomonas stutzeri  synthétise  la chitinase et la laminarinase extracellulaire qui lysent  les 


mycélia de Fusarium solani. D’autres dégradent l’acide fusarique produit par Fusarium sp., 


agent causal du flétrissement et empêche donc la pathogenèse (Toyoda et al., 1991). Des souches 


de  Azotobacter ont   un  large spectre  d’activité antifongique in vitro contre Aspergillus et  


plusieurs espèces de Fusarium et Rhizoctonia.  P. fluorescens est  un agent  efficace  dans  la 


lutte biologique en raison de sa capacité à coloniser la rhizosphère et protéger les végétaux contre 


une large gamme  de maladies fongiques (la pourriture noire des racines du tabac, du pois, la 


pourriture du blé et la fonte des semis de la betterave à sucre). 


5-2-2- Composés volatiles : 


Les microorganismes agissant  comme agents de lutte biologique contre les mauvaises herbes 


comprennent les rhizobactéries qui colonisent  la surface des racines de ces  plantes et  sont 


capables de  les supprimer (Wani et al., 2007). Certains gaz volatiles sont connus par leur action 


négative sur le métabolisme des racines (Schippers et al., 1990 )  et constituent un moyen  


efficace et compatible avec l'environnement dans la lutte biologique contre les mauvaises herbes 


(Heydari, 2008). L'acide cyanhydrique est un métabolite secondaire dont la glycine est le  


précurseur. Bien que le cyanure soit un inhibiteur métabolique général, il est synthétisé, excrété 


et métabolisé par certains organismes  dont  les bactéries  comme un moyen d’éviter la prédation 


ou la  compétition.  Les plantes hôtes ne sont  généralement pas affectées par le  cyanure 


bactérien (Zeller et al., 2007). La production de HCN est une activité très commune chez 


Pseudomonas (88,89%) et Bacillus (50%) dans le sol rhizosphériques (Charest et al., 2005; 
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Ahmad et al., 2008 ). Plusieurs études montrent  que l’ HCN améliore la croissance  des plantes. 


(Wani et al., 2007).  D’autres composés volatiles  sont également identifiés : Le 2,3-butanediol et 


l'acétoïne libérés par des PGPR entrainent une amélioration appréciable  de la croissance de la 


plante  en  induisant sa  résistance aux maladies (Ryu et al., 2003).  Howell et al. (1988) ont 


remarqué l'inhibition de Pythium par Enterobacter cloacae dans des boites de pétri cloisonnées et 


ont suspecté l'implication de substances volatiles. L'ammoniac est l'agent inhibiteur identifié. Il  


est produit comme un intermédiaire du catabolisme des acides aminés des exsudats racinaires 


assimilés par la bactérie. 


6- Effet de la salinité sur les PGPR  


 La productivité des plantes sur sols salins est considérablement réduite en                             


raison de l'activité biologique limitée due à la salinité et à la sécheresse.                                                                                 


La croissance des microorganismes tolérants le stress  associés avec les racines des plantes peut 


conduire à une meilleure fertilité des sols salins (Hallman et al ., 1997). 


L'utilisation des PGPR dans les systèmes de production agricole a commencé il  y a environ 60 


ans. Il est maintenant plus qu’évident que l'utilisation  de tels micro-organismes peut améliorer la 


résistance des plantes aux stress environnementaux, sécheresse, salinité,  carence en éléments 


nutritifs et contamination en métaux lourds (Sheng, 2005).  Les PGPR sont capables de s'adapter 


à des conditions défavorables les rendant aptes à se développer dans une diversité d’écosystèmes 


(Rangarajan et al., 2002). Par conséquent, les rhizobactéries  des sols salins sont capables de 


croître à des niveaux de salinité variant  entre 0 et 5%  de NaCl. Les  espèces de Azotobacter  


résistent mieux à la salinité. Leurs densités peuvent atteindre 10
6 


à 10
7 


 par gramme de sol 


(Whipps, 2001).  


Les  rhizobactéries  halotolérantes peuvent développer des mécanismes moléculaires intrinsèques  


pour survivre et croître en vertu de l’augmentation de  la salinité (Tripathi et al., 2002). Les 


bactéries  appartenant aux genres Pseudomonas, Flavobacterium , Bacillus, Azotobacter, 
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Arthrobacter, Rhizobium, Azospirillum, Halomonas, Chromohalobacter, Salinivibrio  sont parmi 


les PGPR les  plus dominantes dans les sols salins (Ahmad et al., 2005). 


6-1- Mécanismes d’osmotolérance des PGPR  au stress salin 


 Les organismes vivants sous état de stress optent pour l'une des deux stratégies: 


« combattre » ou « fuir ». Puisque les plantes sont sessiles et  ne peuvent fuir les conditions 


défavorables, leur capacité de tolérance  peut être augmentée avec l'aide de nombreuses activités 


des PGPR. 


6-1-1- Osmotolérance  


Pour survivre  sous contraintes osmotiques, les cellules ont besoin de s'adapter en accumulant des 


solutés spécifiques  désignés  comme « solutés compatibles ». Ils peuvent être accumulés à des 


taux  élevés ou transportés sans interférence avec les processus vitaux de la cellule. En fait, de 


nombreux solutés compatibles  se sont avérés  des  stabilisateurs efficaces des enzymes. Ils  


fournissent une protection cellulaire non seulement contre les teneurs élevées en sel  mais aussi 


contre les hausses  de température, le gel-dégel et la dessiccation (Yancey et al., 1982).  Ces 


osmolytes sont accumulés soit par absorption  à partir de l'environnement (osmolytes exogènes) 


ou par la biosynthèse de novo (osmolytes endogènes). Les cellules bactériennes peuvent  


synthétiser (une partie) des  solutés compatibles  à la suite d’un  choc  osmotique et les dégrader  


à la suite d'une réduction  de la pression  osmotique externe. Cependant, elles peuvent, en guise 


de réponse précoce et plus rapide, accumuler ou libérer dans le milieu extérieur ces solutés par 


l'intermédiaire de systèmes de transport spécifiques responsables de l'osmorégulation  (systèmes 


d'efflux spécifiques  et aquaporines). Après une baisse soudaine de l’osmolarité, ces composés 


accumulés  peuvent être libérés dans le milieu environnant et ensuite repris par d'autres 


organismes (plantes) soumis à un stress osmotique (Miller et Wood, 1996). Ces composés 


organiques repris et accumulés par les plantes incapables  de les  synthétiser  sont en  mesure 


d'améliorer leur  croissance sous stress salin et sont ainsi appelés osmoprotecteurs. Ainsi, dans 
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les milieux naturels, le processus  d’osmoprotection suppose un cycle écologique dans lequel les 


solutés compatibles sont transportés des producteurs aux consommateurs lésés par un 


changement soudain de la  pression  osmotique de leur milieu. 


6-1-2- Osmoprotecteurs bactériens  


Plusieurs osmolytes organiques présents dans l'environnement fonctionnent comme des  


osmoprotecteurs bactériens. Ces solutés sont le potassium, les  acides aminés (glutamate et 


proline),  les dérivés d’acides aminés (peptides et N-acétylés des acides aminés), les ammoniums  


quaternaires (glycine bétaine, carnitine etc …), les sulfoniums tertiaires (DMSP) , les sucres (le 


saccharose et le tréhalose), et les tétrahydropyrimidines (ectoines) (Galinski et Truper, 1994). Par 


exemple, la GB et le DMSP sont  des osmolytes communs  des algues  et des plantes 


(halophytes)  qui fonctionnent comme  des osmoprotecteurs exogènes pour de nombreuses  


espèces bactériennes dont E. coli  et   B. subtilis (Ghoul et al., 1990; Pichereau et al., 1998). Il est 


généralement admis qu'un osmoprotecteur   doit être accumulé durablement dans la cellule pour 


être efficace. La GB fournit  une preuve substantielle  à l'appui de ce concept.  Elle  est 


synthétisée par quelques micro-organismes et  est activement transportée  et accumulée par une 


grande variété de cellules (Csonka et Hanson, 1991). Ce concept a été établi sur la base d'études 


des membres de la famille des Enterobacteriaceae  et plusieurs autres bactéries  à Gram positif  et  


négatif, y compris Sinorhizobium meliloti, qui accumulent  la plupart des osmoprotecteurs  


connus à ce jour, y compris la  GB et l’ ectoïne (Talibart et al., 1997). L’ectoïne est un soluté 


compatible synthétisé  par de nombreuses bactéries halotolérantes. Elle  agit comme un puissant 


osmoprotecteur  pour Escherichia coli et  S. meliloti  mais affiche des comportements très 


contrastés chez ces deux bactéries .L’ectoïne est retrouvée  à de fortes concentrations 


intracellulaires chez les entérobactéries  mais n’est pas détectée   dans  les cellules stressées de    


S. meliloti (Talibart et al., 1997). Cette observation intrigante conduit à l'hypothèse que l’ectoïne  


peut appartenir à une nouvelle classe d’osmoprotecteurs   qui ne sont pas détectables par les 
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méthodes habituelles mais par des  techniques plus performantes  telle que la résonance 


magnétique nucléaire (RMN) (Talibart et al., 1997).  D’autre part, plusieurs études prouvent que 


le saccharose agit comme un osmoprotecteur puissant pour S. meliloti  dans les milieux  où 


l'osmolarité est  inhibitrice de la croissance. Selon de nombreux  auteurs, la majorité des bactéries 


halotolérantes  peuvent  synthétiser des osmolytes organiques spécifiques compatibles tels que la 


glutamine, la proline et la GB. La proline et l’ectoïne sont  également  des  osmoprotecteurs  


puissants pour de nombreuses espèces  bactériennes (Bernard et al., 1993).  La GB, la proline  et   


l’ectoïne sont très efficaces, les bactéries peuvent rapidement  les accumuler en  grandes 


quantités  à partir d’ environnements  hyper-osmotiques (Kempf et Bremer, 1998).  


Les PGPR peuvent produire des exopolysaccharides (EPS) qui se lient à différents  cations. Ils  


diminuent la teneur en Na
+
 disponibles  pour l'absorption des plantes  contribuant ainsi à alléger 


le stress salin chez  les plantes (Ashraf et al., 2004). Ainsi, ils  augmentent nettement la tolérance 


de la plante en abaissant la concentration de sodium et par conséquent le rapport  Na
+
/K


+
 (Han et 


Lee, 2005). La teneur en Na
+
 du soja cultivé dans des conditions salines diminue  en raison de  


l’inoculation  par des souches productrices de EPS. L'inoculation réduit non seulement  les 


concentrations en  Na
+
 et Cl


–
 dans le maïs  mais également induit une hausse marquée et 


progressive des concentrations de l’azote, du phosphore, et  du  potassium.  Celles-ci augmentent 


d'environ de  50%,  chez la laitue inoculée  par Bacillus sp. sous  le contrôle des EPS (Vivas et  


al., 2003). Les  EPS bactériens protègent  aussi  les bactéries de la dessiccation en modifiant leur  


microenvironnement (Roberson et Firestone, 1992). L'inoculation des racines avec une souche de 


Pantoea agglomerans productrice d’EPS  améliore la structure du sol (Amellal et al.,1998). 


L’accumulation du poly-ß-hydroxy butyrate (PHB) dans les cellules rhizobiennes compte parmi 


les mesures de protection prises au cours de conditions salines élevées (Arora et al., 2006) . 


Il est donc évident que les PGPR mettent en œuvre des stratégies métaboliques diverses 


bénéfiques pour les plantes, le sol et les microorganismes telluriques. 







 


36 
 


II-Matériel et Méthodes: 


A-Isolement et caractérisation de souches de Azotobacter de la rhizosphère du 


blé 


La première partie de l’étude a consisté en l’isolement des bactéries du genre Azotobacter à partir 


de la  rhizosphère, à la  caractérisation et l’identification de ces souches puis à l’évaluation de  


leur potential PGP ( Plant Growth Promotion) par la détermination de différentes activités  


améliorant la croissance des végétaux en vue de sélectionner la  souche la  plus performante et de  


l’identifier  par une approche moléculaire.  


     1- Prélèvement des échantillons de sols : 


Les échantillons de sols sont collectés à partir de champs cultivés de blé dur localisés à environ 


une vingtaine de km au Sud de Sétif (Commune de Guellal), près de  Sebkhet  Melloul du côté 


Ouest  de l’axe  routier Sétif-Ain Oulmène. La région de Sétif (Est de l’Algérie) appartient à 


l’étage bioclimatique semi-aride et à hiver froid. Sebkhet Melloul ( Fig. 10) s’étend sur 500 ha est 


un hydrosystème  permanent, peu profond (0,3 à 0,8 m), de salinité variant entre 0,22 et 0,43 


mg/l de  MgCl2 (Baaziz , 2006). Les terres entourant ce plan d’eaux salées sont entièrement 


utilisées pour les cultures céréalières principalement du blé dur Triticum durum et de l’orge 


Hordeum vulgare. Le sol est de  couleur marron clair, de texture limono-sablonneux  avec la 


présence de tâches blanchâtres. Les franges non cultivées sont occupées par des halophytes 


(Baaziz, 2006). 


 Les échantillons sont  prélevés sur trois sites (03) distincts. Chaque échantillon de sol composé 


de plantules et de sol rhizosphérique est recueilli dans des récipients stériles. Ces derniers sont 


gardés dans des glacières et transportés immédiatement au laboratoire où ils seront traités. 
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Fig.10 : Localisation géographique des sites de prélèvement  autour de Sebkhet Melloul 


2- Mesure du pH et de la conductivité électrique (CE) 


La qualité physico-chimique du sol est importante à connaître car elle conditionne la diversité de 


la microflore tellurique. Dans ce cas, le pH et la conductivité électrique sont deux  paramètres à 


déterminer du fait de leur influence sur la composition de la communauté microbienne tellurique.                                                                                                                            


La mesure du pH consiste à homogénéiser 10 g de sol dans 25 ml d’eau distillée. Après agitation,     


à l’aide d’un homogéiniseur pendant 15 minutes et décantation le pH du surnageant est 


déterminé.   


  Site1 


 


Site 2 


Site 3 


SEBKHET  


MELLOUL 


Guellal 


Sétif 


Ain Oulmène 
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La  CE  permet de déterminer la salinité d’un sol. Elle s’effectue à partir de l’extrait du sol dilué     


au 1/5 dans l’eau distillée en homogeinisant 10g  de sol/ 50 ml H2O. Après agitation (30mn) et 


décantation, la CE de l’extrait   est mesurée à l’aide d’un salinomètre  (Hanna H1 9032). Les 


résultats sont exprimés en mS/cm.  


3-  Isolement de souches de Azotobacter                                                                         


 Afin d’isoler sélectivement les souches de Azotobacter,  un  enrichissement est réalisé au 


préalable  sur un milieu liquide exempt d’azote  Azotobacter Broth (Atlas et al., 2005). Sa 


composition en g/l d’eau distillée est :  


Glucose                                                              10.0g 


CaCO3                                                                  5.0g 


K2HPO4                                                                0.9g 


CaCl2·2H2O                                                         0.1g 


MgSO4·7H2O                                                       0.1g 


KH2PO4                                                                0.1g 


FeSO4·7H2O                                                       10.0mg 


Na2MoO4·2H2O                                                   5.0mg                                                                   


Eau distillée q.s.p                                                1000 ml  


100 ml du milieu sont aliquotés dans des flacons de 250 ml. 5g du sol adhérant fortement aux 


racines de chaque échantillon sont  mis en suspension dans le milieu de culture. Après agitation,  


5ml de cette  suspension serviront à inoculer  un deuxième flacon contenant le même milieu. Les 


milieux ensemencés sont incubés sous agitation  à  30˚C pendant 72 heures. L’apparition d’une 


pellicule à la surface du milieu signifie l’existence d’une croissance bactérienne. L’isolement des 


Azotobacter est réalisé par la suite sur gélose  Ashby au mannitol (Atlas et al. 2005).  
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Sa composition en g/l d’eau distillée  est : 


Mannitol                                                                         20 g 


K2HPO4                                                                           0,2g 


MgSO4·7H2O                                                                  0,2 g 


NaCl                                                                                0,2 g 


K2SO4                                                                              0,1 g 


CaCO3                                                                             5 g    


Agar                                                                              15g   


 Eau distillée  q.s.p.                                                     1000ml                                                                    


Une anse pleine de chaque culture est étalée à la surface du milieu coulé  en boites de Pétri. Ces 


dernières sont mises à incuber à 30°C pendant trois jours. Les différentes colonies 


caractéristiques sont repiquées plusieurs fois sur milieu Ashby en vue de leur  purification et puis 


conservées sur le même milieu en pente à 4°C pour une utilisation ultérieure. 


   4 - Identification de Azotobacter 


L’identification des Azotobacter est basée essentiellement sur les examens macro- et 


microscopiques et certains caractères biochimiques.  


L’aspect des colonies sur milieux solides (forme,  pigmentation et consistance) est un critère 


important d’identification. L’examen microscopique  permet d’étudier la coloration de Gram,  la 


forme, la taille,  le mode  d’association  et la présence   de cystes (critère fondamental dans 


l’identification des Azotobacter).  Les caractères biochimiques reposent essentiellement  sur la 


recherche de l’oxydase,  de la catalase et de l’utilisation  du glucose et du rhamnose.  


5-   Mesure des activités  favorisant la croissance des  plantes : 


Dans le but de déterminer la capacité de production des substances favorisant la croissance des 


plantes  par  Azotobacter, plusieurs tests inhérents à cette activité sont réalisés :  
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   5 -  1 -  La solubilisation du phosphate : 


  Ce test permet d’évaluer la capacité de  Azotobacter à solubiliser les phosphates sur  milieu 


phosphate de Pikovskaya (PVK) (Pikovskaya, 1948). Etant un milieu de base préconisé à  


l’isolement des microorganismes solubilisant les phosphates insolubles, il  contient du   Ca3(P04)2  


comme seule source de phosphate (Annexe 1). Ce test est réalisé par deux méthodes : 


5-1-1- Test de solubilisation sur milieu solide : 


  La capacité de solubilisation des phosphates est testée selon la méthode décrite par Nautiyal 


(1999).  Un volume de 10µl de chaque culture bactérienne est déposé en spot à la surface de la 


gélose PVK. Après incubation à 30°C/7 jours, un  halo de transparence apparait autour des 


colonies ayant la capacité de solubiliser  les précipités de phosphates. Les résultats sont exprimés 


par  la mesure du  diamètre de la zone transparente autour de la colonie (diamètre total moins le 


diamètre de la colonie) permettant ainsi d’évaluer l’intensité  de la solubilisation  Ca3(P04)2. 


   5- 1-2- Test de solubilisation en milieu liquide : 


  Pour une estimation quantitative du phosphate solubilisé, 100 µl des cultures bactériennes  sont 


ensemencés dans 5ml de milieu PVK  liquide puis incubés à 30°C/7 jours sous agitation 


modérée. Les cultures sont ensuite  centrifugées à 3000 rpm pendant 20mn. La quantité du 


phosphore soluble est mesurée dans le surnageant par la méthode colorimétrique de Olsen (Olsen 


et Sommers, 1995). Dans une fiole de 50 ml contenant 1 ml du surnageant, sont ajoutés 10 ml de 


molybdate d’ammonium ( (NH4)2MoO4) à 12 mM (Fluka) et 1ml  de chlorure d'étain (SnCl2)  5 


mM (Fluka).  Le volume est ajusté à 50 ml avec de l’eau distillée. L’intensité de la couleur bleue 


mesurée à 620 nm est directement proportionnelle à la concentration de  phosphates dans 


l’échantillon. Une courbe d’étalonnage standard est effectuée avec une solution de KH2PO4. 


(Olsen et Sommers, 1995). 
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5-2- Production de l’acide indole acétique (AIA) : 


La production de l’AIA est testée sur milieu de  Winogradsky ( Holt et al. 1994) additionné de 


tryptophane (5g/l) (Annexe 2). Le milieu est ensemencé par 100 µl des  cultures bactériennes 


incubées à 30°C/96 h. Le  dosage colorimétrique est réalisé selon la méthode de Loper et Scroth 


(1986). Les cultures sont centrifugées à 5000 rpm/ 20min. 1ml du surnageant est  additionné de 2 


ml du réactif de Salkowski (50ml d’acide perchlorique 35% et 1ml de FeCl3  à 0.5 M) et quelque 


gouttes d’acide ortho-phosphorique. La DO est mesurée  à 530 nm après 30 mn d’incubation. Les 


concentrations de l’AIA sont déterminées à l’aide d’une courbe d’étalonnage obtenue dans un 


intervalle 0 à 10
-3


 M d’AIA (Fluka).                                                                            


5-3- Production de sidérophores  


La production de sidérophores est testée sur milieu au Chrome Azurol S ou CAS   liquide et 


gélosé  (Annexe 3) (Shwyn et Neilands, 1987). 


5-3-1- Production de sidérophores sur milieu liquide   


La synthèse des sidérophores est induite lors de la croissance en conditions limitantes en fer. A 


cette fin les bactéries sont préférentiellement cultivées sur milieu de culture dépourvu de fer pour 


éviter la culture directe sur gélose au CAS qui peut être par sa composition inhibitrice pour 


certains genres bactériens. Pour cela le milieu King B,  étant donné sa composition exempte de 


fer, est préconisé pour mettre en évidence la production de sidérophores. Le milieu est 


ensemencé par 100 µl des cultures, incubé à 30°C/96 h. Après centrifugation (5000 rpm/20mn), 


500 µl du surnageant sont additionnés de 500 µl de la solution CAS et incubés  30 mn à 


température  ambiante et à l’obscurité. La couleur vire du bleu à l’orange selon le taux de 


production. La DO est mesurée à 630 nm. 


Le pourcentage des sidérophores est calculé selon la formule suivante (Gokarn, 2010) : 


                                                       St-Se/St ×100 


St : DO de la solution CAS de couleur  bleue intense (témoin). 
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Se : DO de la solution de l’échantillon de couleur bleue moins intense  à orange indique 


l’intensité de production des sidérophores 


5-3-2-Production de sidérophores sur milieu solide 


La production des sidérophores sur milieu solide est réalisée  sur milieu King B solide 


ensemencé en  spot de 10 µl de la culture  bactérienne et incubé à 30°C/48h. Après  croissance, 


15 ml de la gélose au CAS à 45°C (solution CAS + 0.9% agarose) sont coulés directement sur la 


culture bactérienne. Après contact de quelques heures à température ambiante, un changement de 


couleur du bleu à l’orange apparait autour de la colonie productrice de sidérophores. Le 


changement de couleur est dû au transfert des ions ferriques du CAS vers les sidérophores. Le 


calcul du rapport (diamètre du halo/diamètre de la colonie bactérienne)  permet de comparer les 


différences de production entre les souches bactériennes. (Shwyn et Neilands, 1987) 


5-4- Production d’ammoniac (NH3) : 


Ce test qualitatif est  réalisé selon la méthode de Capuccino et  Sherman  (1992).  Il consiste à 


inoculer 100µl de la suspension bactérienne dans 10ml d’eau peptonée (EP) (Cheminova). Après  


incubation 30°C /96 h , 500µl du réactif de Nessler  (Prolabo) sont ajoutés dans chaque tube de 


EP.   Le développement d’une couleur jaune ou orange indique la production de NH3. 


5-5  Production de l’acide cyanhydrique: 


 Elle est évaluée selon la méthode de Lorck (1948) sur gélose nutritive (GN) additionnée de 


glycine (4,4g/l).  La culture bactérienne est ensemencée par stries sur la gélose en boites de Pétri. 


Un disque  papier Whatman N°42  de 9 cm de diamètre imprégné  d’une solution de picrate de 


sodium (5% d’acide picrique et de 2% de carbonate de sodium anhydre) est déposé au fond  du 


couvercle de la boite. Celle-ci  est scellée avec  du papier parafilm et incubée à 30°C/96 h. Le 


résultat positif se traduit par le virage du papier Whatman   du  jaune vers une  couleur orange à 


marron indiquant la production  de HCN volatile. 
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5- 6 -Activité antifongique :  


La détermination de l’antagonisme de Azotobacter  est effectuée in vitro sur milieu Potato- 


Dextrose- Agar (PDA).  Les souches bactériennes sont testées  pour leur capacité  à inhiber la 


croissance de champignons phytopathogènes. Les souches fongiques utilisées sont: Aspergillus  


niger,  Alternaria  alternata, Phytophtora  infestans, Botrytis cinerea, Fusarium solani et  


oxysporum  fsp.  Albedinis. Elles  proviennent d’une collection du Laboratoire de Microbiologie 


Appliquée  (Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie- Université Ferhat Abbas- Sétif). Un 


disque de gélose de 6mm de diamètre de la culture de chaque champignon est déposé au centre 


de la gélose PDA. 5 µl de chaque  culture bactérienne (10
8
UFC/ml) sont ensemencés en spots à 


une distance de 3 cm de la souche fongique. Un témoin négatif de la souche fongique est testé en 


absence  de bactéries. Les boites sont  incubées à 25°C/4 jours. Le pourcentage d’inhibition est 


calculé  par la formule préconisée  par Kumar et al. (2002). 


1 - (a/b) x 100%  


a: distance de la croissance du champignon en présence de la colonie bactérienne,  


b: distance de la croissance du champignon seul (témoin) jusqu’au bord de la boite.  


 


5-7- Production de l’aminocyclopropane carboxylate désaminase( ACC désaminase). 


 Les rhizobactéries possédant l’ACC désaminase régulent   et  abaissent  les niveaux de l'éthylène 


en dégradant le composé précurseur l’ACC (acide 1-aminocyclopropane-1-carboxylique). La 


diminution de l’éthylène dans  la plante attenue les effets de plusieurs stress  (la salinité élevée et 


la sècheresse). L’existence d’une ACC désaminase est déterminée par  la capacité des souches  


bactériennes à utiliser l’ACC comme seule source d’azote. Selon la méthode décrite par Jacobson 


et al. (1994), les souches bactériennes  cultivées en présence de deux sources d'azote,  l’ACC et  


le sulfate  d'ammonium (NH4)2SO4  et en présence d’une source minérale de  sulfate de 


magnésium (MgSO4)7H2O sont comparées  selon  leur taux de croissance. Les souches de 


Azotobacter  sont ensemencées  sur   milieu minimum au sel proposé par Dworkin  et  Foster        
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( 1958)  (Annexe 4)  avec trois variantes : additionné soit de (NH4) 2SO4 ( 0.1M) ou d’ ACC 


(Sigma) (3 mM)  comme seule source d'azote ou sans azote additionné de MgSO4.7H2O (0,1M). 


La DO à 600 nm  est  mesurée  après 0, 24, 48, 72, et 96 heures. Le résultat qualitatif est exprimé 


par la comparaison des valeurs de DO obtenues après croissance sur ces différents milieux. 


L’activité ACC désaminase est positive pour les  souches ayant une DO en présence d’ACC 


supérieure à celle des autres milieux traduisant  ainsi une utilisation de l’ACC comme source 


d’azote.   


5- 8- Analyses  statistiques des données   


Les effets des souches bactériennes sur la production de l’AIA, des  sidérophores et la 


solubilisation des phosphates  ont été comparés par analyse  de la  variance. Le logiciel                    


Assistat 7,6 Béta développé par Pr. Francisco de Assis (Department of  


Agricultura Engineering of the Center of Technology and Natural Resources of the Federal 


University of Campina Grande City , Brazil)  a été utilisé  pour augmenter la précision des 


procédures de l’ANOVA . Le test de Tukey  est utilisé pour comparer les moyennes  pour ces 


expériences  chaque fois que le  F calculé était significatif. 


L’Analyse des Composantes Principales (ACP) est une analyse multivariée permettant d’établir 


une relation entre plusieurs variables et définir le comportement d’individus vis-à-vis de ces 


variables. Cette méthode statistique est utilisée dans le but de procéder à un choix de  souches  


d’Azotobacter les plus performantes parmi celles isolées par le biais de la mesure de leurs 


capacités  PGP.  L’ACP est  réalisée  par le  logiciel Past (Paleontological statistic) version 2.07 f  


édité par Oyvind Hammer ( Natural History Museum- University of Oslo) . 


 Les composantes retenues  sont la production d’acide indole acétique et  des sidérophores, la 


solubilisation des phosphates et l’activité  antifongique. Les individus représentent les neuf 


souches d’Azotobacter isolées. Sur la base des résultats obtenus, une souche (AZ6) est retenue 



http://folk.uio.no/ohammer/past/

http://www.nhm.uio.no/
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pour ses  multiples activités de biofertilisation, de phytostimulation et de biocontrôle  et servira 


pour les  tests d’inoculation ultérieurs. Elle  a fait l’objet d’une identification moléculaire.  


  6- Identification moléculaire  


L’identification moléculaire  de la souche AZ6 a été réalisée au Laboratoire de Microbiologie et 


Molécules Bioactives, Université El-Manar Tunis-Tunisie. Elle se base sur l’amplification et le  


séquençage  des gènes de l’ARNr 16S.  


La détermination génétique  de l’espèce se base sur l’étude des gènes des ARN ribosomiques 


notamment le gène de l’ARNr 16S. Cette séquence d’ADN très conservée au sein des espèces 


(plus de 99%) donne un degré de similitude entre deux organismes indiquant ainsi leur parenté 


relative. La procédure consiste à amplifier le gène, en présence d’une amorce reconnaissant la 


région sur l’ADN, qui par la suite est séquencée. Les séquences sont comparées avec des bases 


de données de séquences de nucléotides déjà connues existant dans des banques internationales 


de données  telles que EMBL (Europeen Molecular Biology Laboratory  et GenBank                                 


( NCBI :National Center Biology Information -USA). 


6- 1- Extraction de l’ADN :   


L’extraction de l’ADN bactérien est une étape primordiale avant toute manipulation génétique. 


L’ADN bactérien chromosomique est extrait par chauffage à 100°C dans un tampon Tris-EDTA 


(TE) (1mM de Tris-HCl et EDTA 10mM  pH 7,4). Quelques colonies d’une culture pure sont 


introduites dans un tube Eppendorf stérile contenant 180 µl de tampon TE stérile. La suspension 


est agitée  puis chauffée à 100°C dans un bain sec pendant 10mn, elle est ensuite placée dans un 


bain de glace pendant 10mn ; le choc thermique permet la lyse cellulaire. La suspension est 


centrifugée à 12000 rpm à 4°C/10mn. Le surnageant est récupéré stérilement dans un autre tube 


Eppendorf. Les surnageants sont gardés à 4°C pendant une nuit pour permettre l’élimination de 


l’ARN par lyse.  
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6-2- Dosage de l’ADN :  


Un dosage est nécessaire pour déterminer la qualité, la quantité et la pureté de l’ADN dans les 


échantillons. Il est effectué à l’aide d’un Spectrophotomètre UV  (Nanodrop Thermoscientifique 


Applied Biosystem). 1µl de chaque surnageant est déposé  dans une cellule de l’appareil et la 


lecture  de la DO se fait par un balayage de 230 à 280nm. Le rapport 260/280 (indiquant la 


contamination par les protéines) doit être compris entre 1,7 et 1,9 et le rapport 260/230 (indiquant 


la contamination par les ARN) doit être ≤1. La quantité d’ADN doit être supérieure ou égale à 


300 ng / µl. 


6-3 Amplification par PCR :  


La PCR permet l´amplification spécifique d´un fragment de l’ADN cible en présence 


d´oligonucléotides  codant cette région d´intérêt. Le principe de la PCR consiste en la répétition 


d´un cycle triphasique :  


-dénaturation de l’ADN  à amplifier, hybridation de deux amorces de part et d´autre de la 


séquence cible et enfin, élongation des amorces par l´activité d´une  ADN polymérase en 


présence de dNTP. La Taq ADN polymérase possède une activité terminal-transférase qui a pour 


effet l´ajout d´une désoxyadénosine aux extrémités 3’ des fragments amplifiés. La PCR est 


réalisée dans un thermocycleur Gene Amp PCR System 9700 (Applied Biosystem) après 


addition des réactifs suivants : 


 Préparation du mélange  


- dNTP   (Fermentas) 0,25µl,   


- MgCl2 tampon (Fermentas)  4µl,  


- Taq-polymérase (Fermentas)    0,22µl,  


- ADN de l’échantillon   1µl,  


- Amorces  spécifiques du gène à amplifier : 0,3µl (de chaque),  


-  H2O (eau ultra pure stérile) qsp 25µl (volume final par échantillon). 
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Les amorces varient selon le gène d’intérêt à amplifier. Dans ce cas  l'amorce spécifique est 


27F(5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) et 1496R (5’-CTACGGCTACCTTGTTACGA-3’) 


(InvitroGen) . 


L’amplication de l’ADN se déroule comme suit : après une première phase de dénaturation (5mn 


à 94°C), 35 cycles comprenant chacun trois étapes de variation de température : 


- dénaturation de 45 s à  94°C , 


-  hybridation de 1mn à  55°C,  


-  élongation de 2mn  à  72°C. 


A la fin du dernier cycle, une incubation de 7 mn à 72°C permet d´achever les synthèses de 


l’ADN en cours. Un refroidissement de 10 mn  est réalisé à 14°C (Young et al., 1991). La 


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


amplifiée selon le même protocole),  un témoin négatif ( réactifs sans ADN).   


6-4- Electrophorèse sur gel d’agarose:  


Les produits d’amplification sont analysés sur  gel d’agarose  à 1.5% (p/v) contenant quelques 


gouttes d’une solution de bromure d’éthidium (0,5 mg/l). La migration se fait pendant 20mn à 


100V. Le gel est visualisé sous lumière UV et photographié avec un système de capture digital 


(Gel Doc, Bio-Rad). 


  6-5 - Séquençage: 


Le produit de l’amplification du gène de l’ARNr 16S est séquencé. Une  purification des 


fragments d’ADN amplifiés est effectuée au préalable  par un traitement enzymatique 


(exonuclease I et Shrimp phosphatase alcaline SAP)  dégradant les amorces et les dNTP restants.  


Par la suite,  les échantillons sont réamplifiés et marqués en utilisant un kit de marquage «Big 


Dye Terminator Cycle Sequencing » (Applied Biosystems). Le milieu réactionnel est composé : 


de Taq polymérase, dNTP, ddNTP marqués par un composé fluorescent « dye »,  d’une  amorce 
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reverse fraichement préparée à une concentration de 25µM, d’un tampon de dilution  (200mM 


Tris pH9, 5mM  MgCl2) et de l’eau ultrapure.  


L’amplification s'effectue dans un thermocycleur selon le programme suivant : 1mn à 96°C, puis  


25 cycles de: 10 s à   96°C, 5 s à   50°C, 4 mn à  60°C (amplification) et un cycle à 4°C 


(refroidissement). L’ADN obtenu est ensuite précipité par 1µl de l’acétate de sodium 3M pH 5.2  


dans 50µl  d’éthanol à 95%, centrifugé 4000 rpm/40min,  puis lavé dans l’éthanol à 70% et 


centrifugé  une deuxième fois à 4000 rpm/ 30°C. Le culot est séché par centrifugation à 1000 


rpm dans une centrifugeuse plaque inversée  (Soft Start). Le culot sec est  suspendu dans une 


solution de formamide,  puis introduit dans un séquenceur  (ABI Prism 3130 DNA séquencer , 


Applied Biosystems) . 


6-6- Analyse phylogénétique : 


La séquence partielle de l’ARNr 16S  de la  souche obtenue est comparée avec les séquences des 


ARNr 16S disponibles par la recherche des BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov), dans le 


National Center of Biotechnologie Information- USA (NCBI ) data-base. L’alignement multiple 


des séquences est  réalisé en utilisant le  ClustalW version 1.8. Le dendrogramme phylogénétique 


est analysé  par la méthode  Neighbor-Joining en utilisant le   logiciel  Mega 5 (5.05) ( Tamura et 


al., 2011). 
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B- Effets de l’inoculation bactérienne et de solutés compatibles sur la 


germination  des graines de blé dur sous stress salin  


Le but de ce test est d’apprécier les effets de l’inoculation par les souches bactériennes et de  


l’apport de solutés compatibles glycine betaine (GB) (Cheminova) ou proline (P) (Sigma)  sur la 


germination des graines  de blé sous stress salin. 


1 –Matériel végétal  


Les graines de deux variétés de blé dur sont utilisées. Il s’agit de blé dur variété Waha                  


(Triticum durum L.c.v Waha) et de blé dur variété Bousselam (Triticum durum L.c.v 


Bousselam). Elles sont obtenues  auprés de l’Institut Technique  des Grandes Cultures                  


( I.T.G.C.) de Sétif –Algérie.                                                                                                                               


2- Souches bactériennes   


Deux  souches sont  utilisées pour l’inoculation des graines.  Azotobacter vinelandii (DSM 85)  


est une souche  référence de collection la   DSMZ (Deutsche Sammlung von. Mikroorganismen 


und Zellkulturen). La seconde  est la souche (AZ6) choisie sur la base des résultats  obtenus   


précedemment et identifiée comme étant Azotobacter chroococum. Ces souches sont conservées 


sur milieu de  Winogradsky en pente à 4°C. 


3-Survie et croissance de A. vinelandii   et de AZ6 en présence de sel et/ ou de solutés 


compatibles. 


Afin de tester l’action du sel et des osmoprotecteurs sur la  croissance et la survie de Azotobacter,  


le  milieu de Winogradsky   est additionné de différentes concentrations de NaCl  allant  de 0 à  


600 mM. La GB et la P sont ajoutées stérilement  au milieu  à la concentration finale de 5mM. 


Les milieux ensemencés en triplicata sont incubés sous agitation à 28±1°C pendant 3, 6 et 9 


jours. La croissance est mesurée  à 600 nm à l’aide d’un spectrophotomètre (Helios Epsilon). 
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4-Effet du sel  et /ou d’osmoprotecteurs sur la production d’AIA par Azotobacter 


Il s’agit de déterminer la concentration saline maximale inhibant la production d’AIA et 


d’apprécier l’effet  de l’apport de la GB et de la P sur la restauration de cette activité. Les taux 


d’AIA produits par Azotobacter sont déterminés  en milieu Winogradsky  additionné de 


tryptophane (5g/l) précurseur principal de la synthèse d’AIA,  de 0, 100, 200 et 300 mM de NaCl 


et/ou de GB ou de P (5mM). Les cultures sont incubées pendant 6 jours. La présence d’AIA  est 


révélée par l’addition du réactif de Salkowsky. L’intensité de la couleur est mesurée à 530 nm  


selon la méthode décrite plus haut.  


5-Germination des graines  


Les souches bactériennes, préalablement cultivées à 28°C/ 48 h sur bouillon de Winogradsky 


exempt d’azote ( Holt et al. 1994) contenant du mannitol (1%)  comme source de carbone, sont 


centrifugées (12000rpm/10mn) et rincées deux fois dans du PBS pour obtenir une densité 


voisine de 10
8 


bactéries/ml . D’un autre côté, les graines sont stérilisées en surface avec une 


solution d’hypochlorite de sodium NaClO (2%) pendant 30mn et rincées plusieurs fois dans de 


l’eau distillée stérile. Les graines de blé stériles sont immergées dans la suspension bactérienne 


pendant 30mn. 30 graines de chaque variété sont placées sur des disques  de 9cm de diamètre 


de  papier Wathman (N°40) placés dans des boites de Pétri. Les boites  sont  ensuite divisées en 


4 groupes et chaque groupe est subdivisé  en 12  sous-groupes. Les 4 groupes représentent  les 


concentrations de NaCl utilisées (0, 100, 200 et 300mM) ajoutées à raison de 15ml /boite. Les 


12 sous- groupes indiquent le type de traitement : 


1- Témoin (0, 100, 200 et 300mM de NaCl) 


2- GB (0, 100, 200 et 300mM de NaCl) 


3- P (0, 100, 200 et 300mM de NaCl) 


4- Av (0, 100, 200 et 300mM de NaCl) 


5- Av + P (0, 100, 200 et 300mM de NaCl) 
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6- Av +GB (0, 100, 200 et 300mM de NaCl) 


7- AZ6 (0, 100, 200 et 300mM de NaCl) 


8- AZ6 + P (0, 100, 200 et 300mM de NaCl) 


9- AZ6+ GB (0, 100, 200 et 300mM de NaCl) 


10- Av +AZ6 (0, 100, 200 et 300mM de NaCl) 


11- Av+ AZ6+ P (0, 100, 200 et 300mM de NaCl) 


12- Av+ AZ6+ GB  (0, 100, 200 et 300mM de NaCl) 


Les solutions de GB et de P sont additionnées stérilement à une concentration finale de  5 mM. 


Les boites sont incubées à l’obscurité à une température de 23± 1°C. L’expérience est réalisée 


en triplicata. Le nombre de graines germées est compté après 3, 6, 9 et  11 jours d’incubation. 


Les graines sont considérées comme ayant   germé quand le coléoptile atteint au moins 3mm de 


long (El-Karaki , 2001). 


-  L’indice du taux cumulé de germination est déterminé  par l’utilisation de la  formule 


modifiée décrite par    Bouton et al. (1976) 


            -  Taux  cumulé de germination =  G3/3 +G6/6 +G9/9 


Où G3, G6 et G9 sont les pourcentages de germination à 3, 6 et 9 après l’initiation de la 


germination. 


- Le pourcentage   de germination final est déterminé par l’équation suivante : 


% de germination = Nombre de graines germées/Nombre de graines total x100. 


     6- Détermination de la masse pondérale et du contenu en Na
+
 et K


+
 des racines et des 


feuilles 


Après 11 jours de croissance des plantules, le poids sec et frais des racines et des feuilles est 


noté. Le contenu en Na
+
 et K


+ 
est déterminé par spectrophotométrie de flamme ( Jenwah) , après 
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digestion de 0,05g de matière sèche  des racines ou des feuilles dans 10 ml de H2SO4 à 98% et 


3ml de H2O2 à 30% pendant 5h selon la méthode  de  Skoog et al. (2000).   


C- Effets  de la souche AZ6 et des solutés compatibles  sur les paramètres 


morpho- biochimiques  du blé en milieu salin. 


1- Inoculation bactérienne et conditions de croissance 


La souche AZ6 est cultivée à 28°C/48 h dans du  bouillon de Winogradsky. La culture est 


centrifugée (12000rpm/10mn) et rincée deux fois dans du PBS afin  obtenir une densité voisine 


de 10
8 


bactéries/ml. Les graines des deux variétés Waha et Bousselam sont stérilisées en surface 


avec une solution d’hypochlorite de sodium (2%) pendant 30mn et rincées plusieurs fois à l’eau 


distillée stérile. Les graines sont germées sur du papier  Wathman N°42  dans des boîtes de 


Pétri contenant 15ml d’eau distillée stérile à 20°C/ 48 h à l’obscurité. L’inoculation se fait  


après   immersion des graines dans la suspension bactérienne  pendant 30mn. Les graines non 


inoculées (témoin) sont immergées dans de l’eau distillée stérile.  Des pots en plastique 


(Φ=10cm) dont la surface interne est désinfectée  avec de l’éthanol à 70% sont remplis de 200g 


de sable ordinaire lavé abondamment à l’eau et stérilisé à l’autoclave (120°C/ 1h) durant 3 jours 


successifs. 20ml de solution d’Hoagland  au ½ (annexe (5)  est ajoutée dans chaque  pot. Les 


pots sont  ensuite divisés en 3  groupes et chaque groupe est subdivisé  en 4 sous groupes. Les 3 


groupes représentent  les concentrations de NaCl utilisées  (Contrôle, 100 et 200mM). Les 4 


sous groupes indiquent le type de traitement : 


1- Témoin  (Contrôle, 100 et 200mM) 


2- AZ6 (Contrôle, 100 et 200mM) 


3- AZ6 + P (Contrôle, 100 et 200mM) 


4- AZ6 +GB (Contrôle, 100 et 200mM) 


La GB ou la P est additionnée à raison de 5mM aux concentrations de NaCl  utilisées. Les  


graines traitées  sont semées (une graine par pot) à une pronfondeur de 1cm de la surface.  
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L’expérience est   répétée  6 fois.  Elle  a  été conduite  pendant 45 jours dans une chambre de 


croissance ( phytotron) avec une moyenne de  températures diurnes/nocturnes  de 26°C et  16°C  


respectivement  et une photopériode de 16 h d’éclairage de 2100 lux. L’humidité du sol est 


ajustée et maintenue constante durant l’expérience par arrosage avec de l’eau distillée stérile. 


Au stade 4 à 5 feuilles les plantes sont récoltées et lavés à l’eau distillée. Les racines et les 


feuilles sont récupérées séparément.  Leurs tailles et   poids frais et secs (après 72  h à   65 °C) 


sont déterminés. Les  dosages de la chlorophylle,  des  acides aminés, de la proline et du 


contenu en Na
+
et K


+
 sont également  réalisés. 


2- Dosage de la chlorophylle 


 Les chlorophylles  a et b sont  déterminées   selon la méthode  de Arnon ( Arnon, 1949). 0,5g 


des feuilles de chaque échantillon sont découpées en petits segments (0,5cm) et homogéinisés 


dans 10ml d’acétone à  80% et conservés à -10°C pendant  une nuit. L’extrait organique est 


centrifugé à 14000rpm/ 5mn et l’absorbance du surnageant est mesurée à 663 et 645 nm pour 


déterminer la chlorophylle a et la chlorophylle b respectivement.  


CH a (mg/l) = 12,41 DO (663) - 2,59 DO(645). 


CH b (mg/l) = 22,9 DO(645) – 4,68 DO(663). 


CH t = CH a + CH b 


CH a: concentration en chlorophylle a. 


CH b: concentration en chlorophylle b. 


CH t: concentration en chlorophylle totale 


3- Le contenu en Na
+
 et K


+
 des feuilles et des racines  


Les concentrations de Na
+
 et K


+
 dans les feuilles et les racines sont déterminées par 


spectrophotomètre de flamme après digestion de la matière sèche (0,1g de feuilles et 0,05g de 


racines) dans 10 ml de H2SO4 à 98% et 3ml de H2O2 à 30% pendant 5h selon  la méthode  de  


Skoog et al. (2000).  
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4- Dosage des acides aminés solubles et de la proline 


Les échantillons  des feuilles  et des  racines fraîches  sont conservés au dessous de  -15°C  avant  


analyse. L’extraction est réalisée selon la méthode décrite par Naidu (1998) : 500mg de feuilles  


sont placés dans des tubes de centrifugation contenant 5ml d’un mélange méthanol: 


chloroforme : eau (60:25: 15). Les tubes scellés sont chauffés dans  un bain marie (60°C)  


pendant  2 h et centrifugés  à  10000 rpm/10 mn. Le surnageant servira ensuite aux dosages des 


acides amines solubles et de la proline. 


4-1-   Acides aminés solubles     


1ml de tampon acide acétique /acétate de sodium (pH= 4, 3) et 1ml de réactif de  ninhydrine (5% 


dans  l’éthanol)  sont additionnés  à 1ml  de surnageant. Les échantillons  sont agités puis 


chauffés  au bain marie (95°C) pendant 15mn. L’absorbance des échantillons   est déterminée à 


570nm. 


4-2  - Proline :  


La proline est déterminée  par une méthode  rapide  développée par Singh et al. (1973) : 1ml de 


surnageant, 4ml de solution de  ninhydrine, 4ml d’acide acétique glacial et 1ml d’eau distillée 


sont  mis dans des tubes de centrifugation de 10 ml. Ce mélange est chauffé au bain marie 


(90°C)  pendant 45mn et refroidi  à la température ambiante. L’absorbance est lue à 520 nm. 


4-Analyse statistique :                                                                                                 


Chaque donnée  est la moyenne de six répétitions pour les paramètres de croissance et de trois   


répétitions pour les autres déterminations. Toutes les données ont été soumises à l’analyse de la 


variance   (ANOVA) multifactorielle à l’aide  du logiciel Assistat 7.6 Beta développé par Pr. 


Francisco de Assis (Department of Agricultura Engineering of the Center of Technology and 


Natural Resources of the Federal University of Campina Grande City , Brazil).         
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III- Resultats 


A- Isolement et caractérisation de souches de Azotobacter isolées de la 


rhizosphère du blé 


1- Analyse du sol 


Les valeurs de pH sont globalement  équivalentes  et de l’ordre de 8,40 (alcalines) au niveau des  


3  sites. Les valeurs de la CE sont  élevées, elles  fluctuent  de 4 à 4,50 mS/cm et révèlent ainsi 


que les sols  sont  modérément salins (Roger et al., 2005). 


Tab.2 : Détermination  du pH  et de la  CE ( mS /cm)  des trois sols 


Sitesl pH Conductivité CE mS/cm 


Sol1 


Sol 2 


Sol 3 


8,49 


8,34 


8,39 


4,50 


4,00 


4,40 


 


2-  Caractérisations morphologique  et biochimique  de Azotobacter  


Les souches de Azotobacter isolées sont au nombre de 9. Elles sont choisies et désignées comme 


suit : 3 souches  (AZ 1, 2 et 3) isolées du sol 1, 4 souches   (AZ4, 5 ,6 et 7) du sol 2  et deux du 


sol 3  (AZ 8 et 9). La  caractérisation macroscopique  des colonies  isolées sur gélose Ashby au 


mannitol  montre des colonies de  forme et de  taille  variables. Certaines sont ovales,  d’autres de 


forme irrégulière atteignant des dimensions allant de 2 à 5mm  de diamètre. L’aspect des 


colonies  est aussi  différent, il peut être visqueux ou rugueux, lisse ou granulaire, les colonies 


sont brillantes, transparentes ou de couleur blanche, grisâtre,  crème  ou marron (Fig. 11).  


L’observation microscopique  permet la visualisation de larges  bacilles à  Gram négatif  plus ou 


moins ovales,  diploides ou isolés se transformant en cystes dans les cultures  âgées (Fig. 12, Tab. 


3). La production des cystes  est un critère fondamental  d’identification séparant le genre 


Azotobacter du genre Azomonas. Concernant les caractères biochimiques toutes les souches sont 
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oxydase et catalase positives utilisent (en plus du mannitol) le glucose comme source d’énergie 


et de carbone. Par contre seules deux souches AZ 5 et AZ8 ont la capacité d’utiliser  le 


rhamnose.  


Tab. 3 : Caractères macroscopiques , microscopiques et biochimiques des souches de 


Azotobacter (n = 9) isolées sur milieu  Ashby au mannitol  à 28°C/5jours 


 


 


              


                  Caractères macroscopiques 


Souches 


 


Caractères 


microscopiques 


 


      


  Caratères biochimiques 


 
Forme de la colonie Gram   Cystes Catalase Oxydase Rhamnose     Glucose 


AZ1 
Ovale ,   Ф =5mm translucide, 


visqueuse  
- + + + - + 


AZ2 


Irrégulière   Ф =5mm ,   


blanche  moucheté en gris. 


granulaire.  


- + + + - + 


AZ3 
 Ovale   Ф =3 mm ,blanche  


grisâtre , granulaire .  
- + + + - + 


AZ4 
 Circulaire de Ф = 5 mm , 


blanche, crème, visqueuse.  
- + + + - + 


AZ5 
Irrégulière  Ф = 3 à 8mm  , 


crème, lisse , brillante 
- + + + + + 


AZ6 
Ovale   Ф =3 mm , marron, 


visqueuse 
- + + + - + 


AZ7 
Irrégulière  Ф = 2 à 3 mm, 
transparente, brillante 


- + + + - + 


AZ8 
Ovale  d Ф = 5 mm , blanche  


grisâtre, granulaire 
- + + + + + 


AZ9 


ovale   Ф =3mm, crème, 


visqueuse 
- + + + - + 







 


57 
 


 


                              Fig.11 : Colonies de AZ6  sur gélose Ashby au mannitol 


 


Fig. 12 : Examen microscopique x100 de  AZ6  


 


3- Activités PGPR de  Azotobacter : 


Le but principal de cette partie est de déterminer la réponse des bactéries isolées aux différents 


tests mettant en évidence la capacité  de production de métabolites améliorant la croissance des 


plantes. Ce screening permettra par la suite  la sélection et le choix des souches les plus 


performantes. Différentes activités PGP sont testées. Celles ayant un rôle de biofertilisation sont  


la solubilisation des phosphates et  la fixation d’azote, celles considérées comme biostimulatrices 


Cystes 


Diploccoques 
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sont  la production des phytohormones (principalement l’AIA) et enfin celles ayant   des activités 


de biocontrôle protégeant les plantes des phytopathogènes sont la production d’une part de 


composés volatiles (HCN, NH3). D’autre part la synthèse de substances antifongiques ou 


substances inhibant la croissance des pathogènes telles les sidérophores. La recherche de l’ACC 


désaminase représente un indicateur majeur de la résistance aux conditions stressantes (salinité).  


L’ensemble (100 %) des  Azotobacter (AZ1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 et A. vinelandii DSM85 (A.v) 


fixent l’azote comme l’atteste la croissance sur milieu Ashby exempt d’azote et   produisent du 


NH3 dans l’eau peptonée à des taux plus au moins importants selon  l’intensité du virage de la 


couleur du jaune à l’orange  après addition du réactif de Nessler. De plus, le même pourcentage 


de souches possèdent  la capacité de solubiliser les phosphates sur milieu PVK  liquide contenant 


du Ca3( PO4)2 comme source de phosphates à des taux supérieurs à 20µg/ml. Par contre, 70 % 


des souches produisent une concentration d’AIA supérieure à 10 µg/ml. La  production des 


sidérophores sur milieu au CAS liquide  évaluée en pourcentage concerne 8 souches (80%) 


produisent des taux supérieurs à 20%. Seulement les souches AZ4,AZ5, AZ6 et AZ9, ont activité 


antifongique envers deux souches fongiques et plus. L’existence d’une ACC  


désaminase n’est observée que pour les souches AZ5 et AZ6. Par contre seule AZ6  est capable 


de synthétiser du HCN (Fig.13).  


 


 


 


 


 


 


 


 Fig. 13: Fréquences ( ) des activités PGPR des Azotobacter (n :10) 
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Tab. 4 : Activités PGP des souches (n= 10) de Azotobacter . 


 


 


 ( ) : distance mesurée sur milieu gélosé correspondant.   


 A.v : Azotobacter vinelandii 


 


 


3-1 Production de sidérophores : 


La production de sidérophores est effectuée sur milieu King B connu par sa composition exempte 


de fer permettant ainsi la libération des sidérophores dans le milieu. L’estimation quantitative de 


la production des sidérophores sur milieu liquide CAS déterminée  après 4 jours d’incubation à 


30°C existe chez toutes les souches où une réaction positive à la solution CAS aprés culture sur 


milieu King B est constatée. L’analyse de la variance (Tab. 5) révèle  une différence d’efficacité 


(p <0,01) entre les isolats quant à leur capacité  de production. Les pourcentages de production 


varient entre 13,87 et  66,20% (Fig. 14, Tab. 3). Les souches les plus performantes sont AZ3, 


AZ4, AZ5, AZ6, AZ8, AZ9 et Av. Le pourcentage le plus faible est observé chez AZ7. 


L’estimation qualitative sur milieu au CAS solide se traduit par l’existence d’un halo orange 


formé autour de la colonie signifiant la production de sidérophores (Fig.15). Parmi les souches 


testées seules AZ6 et Av produisent un halo orange de 8 et 6mm respectivement  (Tab. 4, Fig. 


 


Souches 


AIA(µg/ml) P(µg/ml) 


(mm) 


SID( %) 


(mm) 


AF (n=6) NH3 HCN ACC 


AZ1 7,91 26,33 19,76 1 + - - 


AZ2 74,60 23,12 (4) 25, 30 1 + - - 


AZ3 59,90 129,62 34,80 2 + - - 


AZ4 55,40 56,31 (6) 45,75 4 + - - 


AZ5 16,06 27.72 55 ,65 3 + - + 


AZ6 118,50 171,07 (7 ) 65,61(8) 5 + + + 


AZ7 7,80 126,97 (6) 13,87 1 + - - 


AZ8 1,50 39.56 66,20 1 + - - 


AZ9 15,90 62,97 51,90 2 + - - 


A.v 16,11 25,59 62, 31(6) 1 + - - 
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15). Les souches ont un comportement variable selon la nature du milieu. Il est à noter que le 


milieu liquide est plus favorable pour la production des sidérophores.  


Tab.5: Analyse de la variance de la production des sidérophores par les Azotobacter (n=10)                      


Source de variation Degré de liberté CM                                      F 


Souches 


Erreur 


9                          


10 


765.26388                2409.9763**         


0.31754 


** Significative à un niveau de 1% de probabilité (p <0,01)                                                                      


CM : carrés moyens 


F :test de Fischer 
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Fig. 14 : Production des sidérophores sur milieu au CAS liquide 


 


 


Fig. 15: Halo orange autour de la colonie AZ6 caractéristique de la production de 


sidérophores  sur gélose au CAS 
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3-2- Production d’AIA : 


La capacité de production de l’AIA est testée sur milieu Winogradsky additionné de tryptophane 


(5g/l) après 4 jours d’incubation à 30°C. L’analyse de la variance révèle une différence 


significative  de production (p <0,01) entre les souches d’Azotobacter testées   (Tab. 6). Les 


souches ont des taux de production très variables. Ces variations affichent des valeurs allant de 


1,50 µg/ml  à 118,50 µg/ml (Tab. 4). Les quatre souches ayant un maximum  de production  sont 


dans l’ordre AZ6 (118.50 µg/ml) , AZ2 (74.60µg/ml), AZ3(59.90 µg/ml) et AZ4 (55.40 µg/ml). 


Par contre, la souche AZ8 est la moins productrice  avec seulement 1.50µg/ml d’AIA (Fig.16). 


Tab . 6 :  Analyse de la variance de la production d’AIA  par les Azotobacter (n=10). 


Source de variation Degré de liberté                      CM        F 


Souches 9                                        2924.01124 19298.4935 ** 


Erreur 10                                       0.15151  


**Significative à un niveau de 1% de probabilité (p <0,01) 


  CM : carrés moyens 


  F :test de Fischer 
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Fig. 16: Production d’AIA sur milieu Winogradsky 
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3-3  Solubilisation des phosphates: 


Comme l’attestent  les résultats de l’analyse de la variance, la quantité de phosphate soluble 


déterminée   après 7 jours d’incubation à 30°C sur milieu Pikovskaya  liquide additionné de 


Ca3(PO4)2 est significativement  différente selon le type de souche (p <0,01) (Tab. 7).  


Tab.7: Analyse de la variance de la solubilisation des phosphates en bouillon Pikovskaya 


par les Azotobacter (n=10). 


Source de variation Degré de liberté                 CM                                   F 


Souches 9        5784.66261                     53.5540 **              


Erreur 10 108.01543 


**Significative à un niveau de 1% de probabilité (p <0,01) 


CM : carrés moyens 


F :test de Fischer 
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Fig. 17 : Solubilisation des phosphates sur bouillon PVK (µg/ml) par Azotobacter (n=10). 


La  quantité de  phosphate solubilisée varie de  23,59 à 171,07 µg/ml. Le  maximum est atteint 


par la souche AZ6  (171,07 µg/ml) suivie par AZ3 (129,62 µg/ml) et AZ7(126,97 µg/ml) (Fig.17, 


Tab.3). Sur milieu solide la capacité de solubilisation est révélée par un halo de   transparence 


autour de la colonie après 7 jours d’incubation à 30°C. Sur  les 10  souches testées, seules  quatre 


souches (AZ6, AZ7, AZ4 etAZ2) sont capables de produire un halo de solubilisation autour de la 


colonie dont les diamètres sont respectivement  de 7 , 6 et 4mm ( Fig.17, Tab.4). 


   AZ1     AZ2     AZ3    AZ4     AZ5     AZ6    AZ7     AZ8    AZ9      Av 
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Fig. 18: Halo de transparence autour des colonies sur gélose PVK. 


Ces  résultats indiquent que  malgré l’absence d’un halo de solubilisation autour des colonies   de 


AZ3 et  AZ9 sur milieu solide, ces deux bactéries peuvent  solubiliser le P à des taux 


appréciables. Les  résultats (Tab. 8) indiquent également l’absence de corrélation entre la 


solubilisation des phosphates  sur milieu PVK  liquide et sur PVK solide pour l’ensemble  


souches.   


 Tab.8 : Corrélation entre la solubilisation des phosphates sur PVK liquide (PL) et PVK 


solide (PS). 


Corrélation Coefficient de corrélation             F 


PL   PS 0.31                 Ns 


Ns: non significative (p≥0 .05). 


F : test de Fischer 


 


3-4  Activité antifongique :   


L’étude de l’activité antifongique de Azotobacter a permis de  vérifier l’antagonisme envers les 


champignons phytopathogènes.  L’action inhibitrice de Azotobacter se manifeste par l’apparition 


d’une zone d’inhibition  de la   croissance du champignon autour de la colonie bactérienne. Cette 


zone d’inhibition varie selon l’espèce fongique et la souche bactérienne. Elle est testée sur milieu 


PDA à 20°C après 7 jours d’incubation  vis à  vis de  six champignons connus pour leur pouvoir 


AZ6 


AZ7 


AZ3 


AZ8 
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phytopathogène  Aspergillus niger (AN), Fusarium  oxysporum  fsp. Albedinis (FOA), 


Alternaria  alternata (ALT), Phytophtora  infestans (PI), Botrytis cinerea (B) et  Fusarium  


solani (FS). L’ensemble des souches possède  au moins une activité envers une souche fongique 


et plus (Fig. 19). Le pourcentage d’inhibition varie de 0% (absence  d’inhibition)  à  75.67% 


(Tab.9).  Les champignons les plus sensibles à Azotobacter sont  P.  infestans, (8 souches sur 10),  


F. solani. (4 souches sur 10) (Fig. 20).  


Quant à l’activité individuelle  de chaque souche, seule AZ6 est active sur la majorité des 


champignons testés (n=5)   avec un taux d’inhibition très important (˃50%) envers    PI(54.6%) , 


 B (73,23%), ALT (61,50%) et FS (57,37%). AZ4 manifeste également une activité inhibitrice 


appréciable envers quatre souches fongiques avec un maximum d’inhibition pour ALT (66,50%). 


Quatre souches AZ1, AZ2, AZ8 et Av inhibent  uniquement la croissance de PI (Tab.9). 
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Fig. 19: Nombre de souches fongiques sensibles aux Azotobacter (n=10) 
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Fig. 20 : Pourcentage de souches de  Azotobacter actives sur les souches fongiques  


 


Tab . 9 : Pourcentage d’inhibition des souches d’Azotobacter envers les différentes     


souches fongiques (n=6). 


 


Souches  de 


Azotobacter 


Phytophtora 


infestans 


Fusarium 


oxysporum 


Fusarium sp Botrytis 


cinerea 


Alternaria 


alternata 


Fusarium 


solani 


AZ1 


AZ2 


AZ3 


AZ4 


AZ5 


AZ6 


AZ7 


AZ8 


AZ9 


Av 


64.6 


74.3 


67.4 


ND 


36.0 


54.6 


ND 


59,20 


44 ,6 


45,8 


ND 


ND 


20 ,75 


47,61 


ND 


ND 


ND 


ND 


ND 


ND 


ND 


ND 


ND 


27,90 


57,2 


26,47 


ND 


ND 


ND 


ND 


ND 


ND 


ND 


ND 


ND 


73,23 


ND 


ND 


ND 


ND 


ND 


ND 


ND 


66,50 


ND 


61,05 


69,18 


ND 


ND 


ND 


ND 


ND 


ND 


43,30 


45,7 


57,37 


ND 


ND 


75,67 


ND 
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4- Interaction entre les activités  


L’analyse de la corrélation entre la solubilisation des phosphates, la production de l’AIA, des 


sidérophores   et l’activité antifongique des souches de Azotobacter  fait ressortir l’existence 


d’une corrélation significative (p≤ 5%) entre la production d’AIA et l’activité antifongique. Par 


contre, aucune corrélation n’existe entre les trois autres paramètres (Tab. 10).   


Tab. 10: Corrélation entre  la solubilisation des phosphates(P), la production de l’AIA, des  


sidérophores (S) et de l’activité antifongique (AF): 


Correlation Coefficient de corrélation (r) F 


AIA x AF 0.6749 * 


AIA x P 0.5525 Ns 


AIA x S 0.1313 Ns 


AF  x P 0.4891 Ns 


AF  x S 0.4418 Ns 


 P   x S -0.0218 Ns 


* : Significative à la probabilité de  5% (.01 =< p < .05)  


Ns : Non-significative (p >= .05) 


F : Test de Fischer  


 


                                   


5- Analyse en composantes principales (ACP) 


L’ACP basée sur la matrice obtenue est utilisée pour comparer les activités PGP exprimées par 


les différentes souches (Fig. 21). Il existe  une variabilité de 55,95 et 26,37% selon la première et 


la deuxième composantes principales respectivement. L’analyse des données permet de mettre en 


évidence une corrélation positive entre la production d’AIA et l’activité antifongique (axes 


presque confondus). Cependant, aucune corrélation n’existe entre les autres activités (axes 


formant des angles droits). 


Concernant le comportement des souches et leurs activités, l’analyse permet de distinguer selon 


la PC1 et la PC2  que  la seule souche AZ6 possède  un maximum de production de l’AIA, de la 
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solubilisation des phosphates et de  l’activité antifongique. L’analyse détermine également un 


groupe composé des souches  AZ3 et AZ7  ayant  le meilleur taux de solubilisation (position 


proche de l’axe des P) par rapport aux souches AZ5, AZ8 et A.v qui solubilisent  moins de 


phosphate tricalicique  mais produisent une quantité appréciable de sidérophores. La souche AZ1  


est la moins active comme l’atteste sa position loin des axes des différentes activités. Par contre, 


les autres souches possèdent seulement  une  ou deux  activités  PGPR  tel est le cas de  AZ9 


produisant les sidérophores et solubilisant les phosphates. 


 


Fig.21: ACP  des activités PGP exprimées  par les souches de  Azotobacter. 
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L’objectif des tests inhérents aux activités favorisant la croissance des plantes permet d’apporter 


une idée sur le comportement des souches bactériennes dans la rhizosphère et d’évaluer leurs 


performances et leurs capacités. Cette  stratégie  est  un critère essentiel dont il faut tenir compte 


pour le choix d’un organisme à utiliser comme inoculant. Le test de l’ACP est utilisé pour affiner 


la conclusion de cette analyse. Parmi les neuf souches testées, AZ6  a  les meilleur taux  de 


production de substances phytostimulatrices et phytoprotectrices. Les données du Tab. 4  et  les 


résultats de l’ACP  laissent supposer une efficacité optimale  pour cette souche. Il  faut noter 


aussi l’existence d’une ACC désaminase  qui contribue à fournir  aux plantes la  résistance  aux 


conditions de stress (salinité). Finalement, la souche AZ6 est soumise à une identification 


moléculaire par le séquençage du gène de  l’ARNr 16S. 


6- Identification moléculaire 


L’analyse phylogénétique est effectuée par le séquençage partiel du gène de l’ARNr 16S. 


L’analyse des BLAST pour la recherche de l’homologie avec les espèces similaires existant dans 


les banques de données (GenBank), est utilisée pour la construction de l’arbre phylogénétique 


par l’algorithme Neighbor-Joining. AZ6 est identifiée comme A. chroococcum (Annexe 6) avec 


99% de similarité du gène de l’ARNr 16S (Fig. 22).  
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Fig. 20: Arbre phylogénétique de la souche (AZ6) basé sur les séquences de l’ADNr16 S. 


 


B – Effets de l’inoculation par Azotobacter et des molécules osmoprotectrices  


sur la germination des graines   de blé dur  et sur la concentration racinaire en 


Na
+
 et K


+
 sous stress salin 


1- Effets de la  glycine  bétaine  et la proline sur la croissance Azotobacter en milieu salin.  


L’optimum de croissance de    Azotobacter vinelandii DSM85, souche de référence, est observée 


à une concentration de 100 mM de NaCl  à 3et 6 jours d’incubation. Le maximum d’absorbance 


est noté à 200 mM  à 9 jours d’incubation. La croissance de cette souche  est presque inhibée  au-


delà de 300 mM. En revanche le profil d’évolution de la croissance de  AZ6 est  différent. Des 


DO de l’ordre de    0,4   sont notées   au cours des  deux premières    périodes d’incubation  (3 et 
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6 Jours)  et une croissance appréciable   de cette souche à  600 mM de NaCl est constatée  à  9 


jours d’incubation.  


L’effet de la GB ou de P sur la croissance  des deux souches  est  mitigé.  La P est 


remarquablement  plus efficace   à tous les niveaux de salinité et au cours des   3 périodes 


d’incubation où la croissance est observée. A 100mM, l’effet  optimum de cet osmolyte sur la 


croissance de  AZ6 et de A. vinelandii  est observé respectivement  à 6 et à 9 jours   d’incubation. 


La  glycine bétaine, cependant,  à une influence  mineure sur la tolérance des deux souches au 


stress salin ( Fig. 23). 
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   Fig. 23: Effet de la salinité et de la glycine bétaine ou de la proline sur la croissance de 


Azotobacter  


Contrôle : croissance de Azotobacter en absence de GB ou P 
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2- Effets de la salinité et des molécules osmoprotectives  sur la production de l’AIA 


L’effet de la salinité inhibe fortement la production de l’AIA par Azotobacter vinelandii  et     


AZ6 (Fig. 24). La  proline améliore considérablement  la production de l’AIA à  0,100 et 200 


mM de NaCl, les concentrations sont  de l’ordre de 19,81µg/l,  16,03 µg/l  et  15,29 µg/l  


respectivement. Toutefois à  300mM, la  synthèse de cette phytohormone    par Azotobacter 


vinelandii  est nulle  même en présence de   GB  ou de  P dans le milieu. 


Chez la souche  AZ6, la production de l’AIA est  meilleure. La présence de quantités importantes 


de cette phytohormone en absence de solutés compatibles (74, 34 à 36,5 µg/ml)  est constatée  à 


des concentrations de NaCl allant de 0 mM jusqu’à  600 mM avec un optimum de  74, 34µg /ml 


en absence de sel. Le  même effet positif  de la P  est observé  sur cette souche bactérienne avec 


une production  de l’AIA atteignant  53,45µg/ml.  La  GB  fournit les plus faibles concentrations 


en AIA mais supérieures au contrôle    aux différentes teneurs en sel. Ceci laisserait  supposer  


ainsi un pouvoir minime de cette molécule osmoprotectrice sur  la  production de cette 


phytohormone par les deux souches de Azotobacter (Fig. 24) 
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Fig. 24 :  Production  de l’AIA   par Azotobacter vinelandii  et AZ6 en présence  de 


molécules osmoprotectrices (GB ou P) et sous   stress salin.   


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


Fig. 25 : Production de l’AIA par AZ6   sous   stress salin de 0 à 300mM de NaCl 
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3- Effets de la salinité et de l’inoculation par Azotobacter et de l’apport de solutés 


compatibles ( P ou GB)  sur la germination des graines 


L’analyse de la variance  des résultats du taux cumulé  et  du pourcentage final  de germination 


chez les deux variétés de blé  a  montré que la salinité a un effet négatif significatif sur  ces 


paramètres de croissance ( P ≤0,01) ( Tab. 11). L’effet du  traitement  est   aussi significatif  pour 


les deux variétés de blé. Celles-ci diffèrent significativement  pour les deux variables de 


germination. Des interactions  significatives entre  le niveau de salinité x le traitement, le niveau 


de salinité x la variété  et le traitement x la variété  sont observées. A partir des résultats  moyens 


des  taux cumulés  et des pourcentages  finaux de germination (Fig. 26 et 27), il est évident  que 


ces deux paramètres   ont décliné  sous l’effet de la salinité. La germination  est fortement réduite  


à la plus grande concentration de NaCl (300mM).  A cette concentration, le   traitement  des 


graines par la GB ou la P  ainsi que l’inoculation  par l’une ou les deux  souches (Av ou AZ6)  et 


la combinaison entre ces différents facteurs   permettent d’atténuer  considérablement   les effets 


du stress salin. Il  est à noter que   dans l’ensemble, l’apport de P  aux graines inoculées par Av 


ou AZ6   améliore  le pourcentage final de germination. L’effet  de  la GB est moyen  et dépend 


de la  souche de Azotobacter utilisée. Une action synergique  de cet osmolyte est notée avec   


AZ6   ou Av+AZ6, par contre elle est antagoniste avec Av seul. Concernant le  taux cumulé de 


germination, son amélioration fait suite à l’inoculation des graines  par  Av ou AZ6 en présence 


de GB ou de P, alors que les effets de Av, de GB ou de  P, pris individuellement  ne sont pas 


significatifs aux différentes concentrations de NaCl. Les différences entre les deux variétés  sont 


faibles même si  Waha  reste légèrement supérieure à Bousselam   à toutes  les teneurs  de 


salinité.  
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Tab. 11 : Analyse  de la variance  des carrés moyens des résultats  du taux cumulé et du  


    pourcentage final de la   germination et de la concentration racinaire   du Na
+
 et K


+
. 


 


Source           


de variation 


dl Taux cumulé 


germination 


Pourcentage  


final de 


germination 


Na
+ 


racinaire K
+ 


racinaire 


Salinité(S) 3 752.615** 3560.537 ** 1549.700** 184.234** 


Traitement (T) 11 1112.597** 6237.570** 6365.414** 5.893* 


Variété(V) 1 2450.00** 1953.125** 46.609  ** 15.244* 


SxT 33 64.148** 815.082** 519.108** 1.977ns 


SxV 3 31.509 ns 48.310  ** 22.0143 ** 0.925ns 


TxV 11 171.719 ** 251.246** 51.798** 8.132** 


SxVxT 33 76.572 ** 171.805** 50.020** 0.952** 


Erreur 192 14.684 43.069 4.265 3.119 


** : Significatif à p≤ 0,01 , * : Significatif à p≤ 0,05, ns :Non significatif                       


  dl : degré de liberté 


  


 


 


 







 


76 
 


 


 


Fig. 26: Effets de l’inoculation par Azotobacter spp et de l’apport de  GB ou de  P sur le 


taux cumulé de germination ( %)  de deux variétés de blé dur avant et après exposition à 


100, 200 et 300mM de NaCl.                                                                                                             
Les effets des concentrations salines correspondant à chaque traitement et    ne partageant pas les mêmes lettres sont 


significativement différents selon le test de Tukey (p <0,05). 
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Fig .27 : Effets de l’inoculation par Azotobacter spp et de l’apport de  GB ou de  P sur la 


pourcentage final de germination ( %)  de deux variétés de blé dur avant et après 


exposition à 100, 200 et 300mM de NaCl.                                                                                                  
Les effets des concentrations salines correspondant à chaque traitement et    ne partageant pas les mêmes lettres sont 


significativement différents selon le test de Tukey (p <0,05). 
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4- -Effets de la salinité et du traitement sur le contenu racinaire en sodium et potassium. 


La salinité a également un effet significatif sur la concentration de Na
+ 


  dans les racines chez les 


deux variétés de blé (P ≤ 0,01)  (Tab.11). Le contenu de Na
+
 est fortement affecté par les 


différents niveaux de salinité. Sa concentration est importante à 100mM et s’accentue à 200mM,  


L’effet  de l’inoculation  de  Av ou AZ6 ou de l’inoculation  par  l’une des deux souches ou la 


co-inoculation  en présence de P ou de GB  réduisent significativement l’accumulation  de Na
+
. 


Une plus grande concentration de  cet ion   est observée chez la variété  Waha  à 300mM 


(Fig.28).                                                                                                                                                       


La concentration du K
+
 est  aussi significativement affectée par le stress salin. Généralement la 


concentration de K
+
   diminue par augmentation de la salinité (Fig. 29). Cette diminution est plus 


faible chez Waha   aux différentes concentrations de NaCl. L’effet des  divers traitements  réduit 


la perte  du K
+
 sous stress salin. De plus, l’inoculation par AZ6 en présence de proline permet 


une meilleure accumulation de cet ion  essentiellement à 300 mM. 
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Fig. 28 : Contenu racinaire  en Na
+
 chez deux variètes de blé dur à différents traitements 


avant et après exposition  à 100, 200 et 300mM de NaCl.                                                              
Les effets des concentrations salines correspondant à chaque traitement et    ne partageant pas les mêmes lettres sont 


significativement différents selon le test de Tukey (p <0,05). 
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Fig. 29: Contenu racinaire  en K
+
 chez deux variètes de blé dur à différents traitements 


avant et après exposition  à 100, 200 et 300mM de NaCl.                                                                  
Les effets des concentrations salines correspondant à chaque traitement et    ne partageant pas les mêmes lettres sont 


significativement différents selon le test de Tukey (p <0,05). 
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C- Effets  de l’inoculation par AZ6   et des molécules osmoprotectrices   (GB et 


P) sur les caractères morpho-biochimiques  de la  croissance  du blé dur  sous 


stress salin 


 1-Paramètres morphologiques 


L’analyse de la variance  des résultats des poids frais  et secs des racines et des feuilles, de 


l’allongement racinaire et de la hauteur  de la plante  chez les deux variétés de blé   montre que la 


salinité a un effet significatif négatif sur ces différents paramètres de croissance  ( P≤ 0,05)          


( Tab. 12). L’effet du  traitement  est  significatif  pour les deux variétés de blé. Celles-ci 


diffèrent sensiblement  pour toutes   ces variables de croissance. A  partir des résultats moyens 


des poids frais et secs des racines  et des feuilles, de la longueur des racines et de la hauteur de la 


plante  (Fig. 30, 31 et 32) et même si  tous les paramètres de croissance déclinent avec 


l’augmentation  de la concentration de NaCl, l’inoculation  par AZ6   en présence  ou     en 


absence  de P ou GB  réduit  l’effet du stress salin sur ces paramètres . Les différences entre les 


deux variétés  sont faibles mais  avec  des poids frais et secs  plus élevés chez Waha. 
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Tab . 12. Analyse de la variance  des carrés moyens des résultats du poids frais et sec , de la 


hauteur des plantes et de la longueur des racines 


Source de 


Variation 


DL Poids frais 


des feuilles 


Poids sec  


des feuilles 


Poids frais 


 des racines 


Poids sec   


des racines 


Hauteur de 


la plante 


Longueur 


 des racines 


Traitement(T)  3 14.0200 ** 83.9662 ** 18.2932 ** 14.1300 ** 1.3319 * 14.2141 ** 


Salinité (S)  2 25.8154 ** 139.1682 ** 77.7720 ** 324.0321 ** 408.100 ** 329.3861 ** 


SxT 6 2.8527 *    4.0371 ** 3.8491 ** 31.6417 ** 8.8541 ** 1.4071 ns 


Variété (V) 1 34.5141 ** 


 


197.4619 ** 17.3274 ** 41.1894 ** 778.94 ** 26.2284 ** 


SxV 3 2.7577 ns 21.7425 ** 21.2982 ** 18.2884 ** 5.5958 ** 3.5439 * 


VxT 2 0.0008 ns 59.6306 ** 9.6882 ** 1.1260 ns 15.0568 ** 3.2453 * 


SxVxT 6 2.138 ns 


 


4.7669 ** 9.9206 ** 6.2064 ** 1.7873 ns 1.8952 ns 


Erreur 60 0.253122 21717361 0.02669 2.20650 0.033368 1.923021                


 


** : Significatif à p˂ 0,01 , * : Significatif à p˂ 0,05 , ns : Non  significatif  


dl : degré de liberté 
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Fig. 30: Effet de l’inoculation par AZ6  et de l’apport de proline et de glycine bétaine sur la 


matière fraiche foliaire et racinaire (g) des deux variétés de blé dur avant et après 


exposition à 0 ,100 et 200 mM de NaCl. Les effets des concentrations salines correspondant à chaque 


traitement et  ne partageant pas les mêmes lettres sont significativement différentes selon le test de Tukey (p <0,05). 
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 Fig. 31: Effet de l’inoculation par AZ6 et de l’apport de proline et de glycine                       


bétaine sur la matière  sèche  foliaire et racinaire (mg) des deux variétés  de blé dur                        


avant et après exposition à 0 ,100 et 200 mM de NaCl. Les effets des concentrations salines 


correspondant à chaque traitement et    ne partageant pas les mêmes lettres sont significativement différentes selon le 


test de Tukey (p <0,05). 
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Fig. 32 : Effet de l’inoculation par AZ6  et de l’apport de proline et de glycine bétaine sur la 


longueur racinaire et sur la hauteur de la plante (cm) des deux variétés  de blé dur avant et 


après exposition à 0 ,100 et 200 mM de NaCl.  Les effets des concentrations salines 


correspondant à chaque traitement et    ne partageant pas les mêmes lettres sont significativement 


différentes selon le test de Tukey (p <0,05). 
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Fig. 33 : Effet  de l’inoculation par AZ6  et de l’apport de GB et de P  sur la hauteur de la 


plante  des deux variétés de blé  sous stress salin. 


 I : BIGB :  Bousselam inoculé par AZ6 en présence de glycine bétaine  , WIGB :Waha inoculé 


par AZ6 en présence  de glycine betaine à  0, 100 et 200mM de NaCl 


II : BIP :  Bousselam inoculé par AZ6 en présence de proline  , WIGB :Waha inoculé par AZ6 


en présence  de proline à  0, 100 et 200mM de NaCl 


I 


II 
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Fig. 34 : Effet de l’inoculation par AZ6 sur la hauteur de la plante (cm)   de la variété 


Bousselam  ( B)  à 100mM de NaCl.                                                                                              
B100 :  variété  Bousselam en présence de 100 mM de NaCl.                                                                      


BI100 :variété Bousselam  inoculée  (I) par AZ6 en présence de 100mM de NaCl.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              


 


2-Chlorophylle :                                                                                                                                         


La salinité entraîne des réductions  notoires  des teneurs en chlorophylle a , b et totale                    


( p ˂ 0,05 ) chez les deux variétés mais avec un  effet  moindre chez Waha (Tab.13, Fig. 35).  Les  


traitements par inoculation en présence ou en absence de proline ou de glycine bétaine améliorent 


significativement les  teneurs en chlorophylle a et chlorophylle  totale  à tous les niveaux de 


23 cm 


 


28 cm 
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salinité. Cependant, celles-ci sont  plus élevées  à 100mM et à 200 mM pour les plantes inoculées 


en présence  de proline ou de  glycine bétaine. Il est à noter  aussi que l’effet de ces facteurs n’est 


pas visible sur la chlorophylle b.  


Tab.13 : Analyse de la variance  des carrés moyens des résultats  du contenu foliaire 


en chlorophylle a , b et a+b, en proline  et  acides aminés 


** : Significatif à p˂ 0,01 , * : Significatif à p˂ 0,05 , ns : Non  significatif  


dl : degré de liberté 


 


 


 


 


Source de 


Variation 


dl    Chla   Chlb Chl a+b  Proline                                                            Acides  


aminés 


Traitement(T)  3   40.5822 ** 0.8217 ns  28.0090 **     96.6844 **     44.1325**  


Salinité (S)  2 415.5958 ** 7.3617 ** 221.4564 ** 2076.5302 ** 1159.5963 ** 


SxT  6    4.9636 ** 2.2059 ns    1.6871 ns     27.6181 **     50.3157 ** 


Variété (V)  1   21.6133 ** 0.4960 ns  24.0971 **    95.4289 **     43.9669 ** 


SxV  3   11.3114 ** 2.4376 ns    5.7110 **    11.0311 **      0.7574 ns 


VxT  2  10.0566 ** 0.6946 ns    8.4330 **             21.0890 **      0.8473 ns 


SxVxT  6    0.6632 ns 0.1517 *    0.9138 ns               7.5191 **      2.2093 ns 


Erreur 24   0.40582 0.06554    0.52567                                                    2.31446    4.93056 







 


89 
 


 


 


 


 


 







 


90 
 


 


 


Fig. 35 : Effet de l’inoculation par AZ6  et de l’apport de proline et de glycine bétaine sur le 


contenu foliaire en chlorophylle  a, b et totale (mg/g de matière fraîche)   des deux variétés  


de blé dur avant et après exposition à 0 ,100 et 200 mM de NaCl. Les effets des 


concentrations salines correspondant à chaque traitement et    ne partageant pas les mêmes lettres 


sont significativement différentes selon le test de Tukey (p <0,05). 


.   


 


 


 


 


 


 


 







 


91 
 


3- Proline 


L’analyse du contenu en  proline endogène  dans les feuilles révèle que les deux variétés de blé 


(Waha et Bousselam) accumulent fortement la proline sous les conditions salines. L’inoculation 


par AZ 6 entraine une diminution  de la teneur en  proline dans les feuilles chez les deux variétés 


sous l’effet du stress salin ( Tab.13, Fig. 36). L’application  exogène de la proline ou de la  


glycine bétaine réduit  encore  cette teneur. Cet effet est visible surtout chez Waha. Dans les 


conditions non salines, l’effet du traitement par inoculation et / ou  par application de la proline 


ou de la glycine betaine  n’est pas significatif 


  


 


Fig. 36 : Effet de l’inoculation par AZ6  et de l’apport de proline et de glycine bétaine sur le 


contenu foliaire en proline endogène des deux variétés  de blé dur avant et après exposition 


à 0 ,100 et 200mM de NaCl. Les effets des concentrations salines correspondant à chaque 


traitement et    ne partageant pas les mêmes lettres sont significativement différentes selon le test 


de Tukey (p <0,05). 
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4 -  Acides aminés 


L’effet du stress salin entraine une augmentation  importante   du  contenu en acides aminés 


foliaires  chez les deux  variétés (Tab.13, Fig. 37). Cette augmentation  est de l’ordre de 30 %  à 


40% à 100mM et  jusqu’à 73% à 85% à 200mM chez Waha et Bousselam respectivement. 


L’inoculation par AZ6  des graines réduit leur teneur. Des hausses  limitées de concentration 


d’acides aminés  de  67% et 68%  à 200mM , sont enregistrées chez les deux variétés. Le contenu  


en acides aminés foliaires  par gramme de matière fraiche est encore plus faible en présence de 


proline  ou de GB de 134 µg ou 167µg  chez Waha et de 153 ou 176 µg chez  Bousselam.  


 


                      


Fig. 37 : Effet de l’inoculation par AZ6  et de l’apport de proline et de glycine bétaine 


 sur le contenu foliaire en acides aminés  des deux variétés  de blé dur avant et après 


 exposition à 0 ,100 et 200 mM de NaCl. Les effets des concentrations salines correspondant 


à chaque traitement et    ne partageant pas les mêmes lettres sont significativement différentes 


 selon le test de Tukey (p <0,05). 
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5- Contenu en Na+ e K+  dans les racines et les feuilles 


 La salinité a également un effet significatif sur la concentration de Na
+
  dans les feuilles et les 


racines chez les deux variétés de blé (P ≤ 0,01) (Tab.14, Fig.38). Cet ion augmente 


systématiquement avec le niveau de sel dans le milieu. Cependant, l’inoculation  par AZ6 en 


absence  ou en présence de P ou de  GB  dans le milieu réduit l’accumulation  de Na
+
. Une 


accumulation  de Na
+
  dans les feuilles  plutôt que dans les racines est observée chez  la variété  


Bousselam. Toutefois, les ions K
+
 dans  les racines et les feuilles diminuent fortement suite au 


stress salin du milieu chez   les deux variétés (Tab.14, Fig. 39).Cette diminution  est moins 


prononcée pour les échantillons  inoculés et traités par  P ou GB exogènes. Elle  est aussi plus 


faible  dans les feuilles chez Waha  pour les mêmes échantillons.  
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Tab.14 : Analyse de la variance  des carrés moyens des résultats  du contenu en Na
+ 


et en 


K
+
 racinaire des variétés de blé dur (Waha et Bousselam) 


** : Significatif à p˂ 0,01 , * : Significatif à p˂ 0,05 , ns : Non  significatif  


dl : degré de liberté 


 


 


 


 


 


Source de 


Variation 


dl Na
+
 


feuilles 


K
+
 


feuilles 


Na
+
 


Racines 


K
+ 


racines 


Traitement(T)  3 10.3670 * 5.6212 * 29.1332 ** 6.2192 * 


Salinité (S)  2 17.4079 ** 280.5441 ** 320.7020 ** 1084.6339 ** 


SxT  6 184.9180 ** 1.8350 ns   8.8642** 11.6436 ** 


Variété (V)  1 25.4238 ** 0.0965 ns 58.0627 ** 5.6434 * 


SxV  3 0.1888 ns 0.0839 ns  0.2287ns 3.0335 * 


VxT  2 3.1246 * 6.4001 ** 14.8168 ** 3.0335 * 


SxVxT  6 4.5620 ** 2.6609 *   4.7274 ns 2.6055 * 


Erreur 24 1.38218 2.76145 0.78264 1.15570 
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Fig. 38 : Effet de l’inoculation par AZ6  et de l’apport de proline et de glycine bétaine sur le 


contenu  en Na
+
 foliaire et racinaire des deux variétés  de blé dur avant et après exposition 


à 0 ,100 et 200 mM de NaCl. Les effets des concentrations salines correspondant à chaque 


traitement et    ne partageant pas les mêmes lettres sont significativement différentes selon le test 


de Tukey (p <0,05). 


             Feuilles 
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Fig. 39: Effet de l’inoculation par AZ6  et de l’apport de proline et de glycine bétaine sur le 


contenu  en K
+
 foliaire et racinaire (mg/g de matière sèche)   des deux variétés  de blé dur 


avant et après exposition à 0 ,100 et 200 mM de NaCl Les effets des concentrations salines 


correspondant à chaque traitement et    ne partageant pas les mêmes lettres sont significativement 


différentes selon le test de Tukey (p <0,05). 
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.  IV- DISCUSSION 


  


A-  Isolement et caractérisation de souches de   Azotobacter  isolées  de la 


rhizosphère du blé 


Dans le cadre  de cette étude  l’analyse physico- chimique  des sols a révélé que  la croissance 


des  souches de Azotobacter isolées de la rhizosphère du blé dur est favorisée  par un sol  alcalin 


et légèrement salin. Selon Dommergue et Mangenot (1970), Azotobacter se rencontre en grand 


nombre  dans ces types de sol. Le nombre de cellules par gramme de sol  peut  atteindre des 


densités considérables de 10
6
 à 10


7
. Leur activité est aussi favorisée  par un pH élevé et /ou  une 


salinité modérée.   La production de NH3, propriété commune des PGPR, est fréquente chez les 


souches testées (100 %) et elle est comparable à celle rapportée par de nombreux auteurs (Joseph 


et al., 2007 ; Ahmed et al., 2008). La fixation d’azote moléculaire constitue une autre 


caractéristque  de Azotobacter , elle  est liée  à l’existence du gène nifH (Ding et al., 2005).                   


Une autre activité  de Azotobacter est la solubilisation des phosphates. Certaines espèces  


améliorent la croissance des plantes  en augmentant la disponibilité en phosphore  assimilable. 


Ainsi lors de la solubilisation des phosphates, les bactéries à Gram- acidifient l’espace 


périplasmique  par oxydation directe du glucose. Ce processus conduit à la libération de 


différents acides organiques tels que les acides  lactique, gluconique, isobutyrique, acétique, 


glycolique, oxalique, malonique et succinique. Il n’ya pas de corrélation significative entre les 


formulations liquides et solides du milieu. Malgré l’absence  de solubilisation  sur les milieux 


solides  par la souche AZ3, celle –ci  solubilise efficacement le phosphate (129,2µg /ml) en 


milieu liquide. Ce constat s’explique par le fait que les acides organiques  soient libérés 


difficilement dans le milieu  solide (Nautiyal, 1999). La faible quantité de phosphate soluble  


produite  par des souches telles que  AZ1, AZ2 et AZ8 serait  la conséquence d’une déficience 


enzymatique. En effet, la disponibilité des formes solubles du phosphate dans le milieu favorise 


leur liaison avec les acides organiques  libérés formant des complexes organophosphatés  
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difficiles à dégrader par les bactéries (Ilmer et Schinner ,1995).  Toutefois, il est à noter que 


parmi les 10 souches testées, seule la souche  AZ6 est capable de produire des quantités 


importantes  de phosphate soluble aussi bien sur milieu solide que liquide. 


La production des sidérophores est un des mécanismes de contrôle biologique appartenant au 


groupe de PGPR  dont  Azotobacter    en réponse aux conditions limitantes en fer. Les PGPR  


produisent une gamme de sidérophores ayant  une forte affinité pour le fer. Par conséquent, la 


faible disponibilité du fer pourrait supprimer  la croissance d’organismes y compris  celles des 


phytopathogènes (Whipps, 2001). Par ces fonctions, les sidérophores  protègent les plantes des 


atteintes  fongiques ou bactériennes (Ongena et al., 2002; Sidiqui et al ., 2001). L’ensemble des 


souches de Azotobacter produisent des sidérophores à des taux variables. Les souches les plus 


performantes  sont  AZ6 (65,61%), AZ8 (66,20) Av (62, 31%) et AZ5 (55,20%). La capacité 


intrinsèque de la souche  à synthétiser  ces types de chélateurs  d’une part et à l’influence  des 


facteurs environnementaux (pH, température d’incubation et source de carbone), d’autre part 


expliqueraient  cette différence  de comportement (Duffy et Defago, 1999). La production des 


sidérophores  est commune à l’ensemble des souches de Azotobacter. Cependant sur milieu 


solide, elle  est décélée  uniquement   chez AZ6 et Av.  


Les communautés bactériennes peuvent affecter directement la croissance des plantes par la  


production de molécules biologiquement actives comme les auxines  (Glick, 1995). Environ 80% 


des  rhizobactéries sont capables de produire de l’AIA. La production de cette hormone par 


Azotobacter est bénéfique  pour la croissance végétale, elle joue un rôle important dans la 


division cellulaire, l’élongation racinaire, la prolifération des poils absorbants (Ahmad et al, 


2005). Le L- tryptophane est    considéré  comme  le précurseur de l’AIA, son addition au milieu 


favorise  et augmente la synthèse de cette hormone (Glick, 1995). Les exsudats racinaires sont 


une source naturelle de L- tryptophane pour la microflore rhizosphérique  (Dastager et al., 2010). 


L’analyse des résultats de l’AIA  révèle  une production remarquable  de cette hormone  
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synthétisée  par des souches telles que AZ6 (118,50µg/ml), AZ2 (74,60µg/ml) AZ3 (59,90µg/ml) 


et AZ4 (54,40µg/ml), les autres souches  en produisent des quantités négligeables. La  capacité  


de Azotobacter  à  produire une quantité élevée de d'AIA (7,3 à 32,8 mg/ml)  a été rapporté par 


Ahmad et al. (2005). La synthèse de ce composé  est  variable entre les souches de  différentes 


espèces. Cette variation est aussi influencée par les conditions de culture: phase de croissance et 


disponibilité du substrat (Miraza et al., 2001) .  Selon  Barazani et Friedman (1999), les bactéries 


capables de secréter un taux supérieur à 13,5 µg/ml de composés indoliques sont considérés 


comme étant  des PGPR.  De faibles quantités d’AIA de  10
-9


 à 10
-12 


M sont nécessaires pour la 


croissance primaire des racines (Patten et Glick, 2002), les taux obtenus  dans cette étude sont 


donc  suffisants  pour stimuler la croissance végétale. 


     L’acide cyanhydrique est un autre produit impliqué dans l’élimination de divers agents 


pathogènes.  Bien que  le cyanure   soit  un agent toxique capable de perturber l'activité des 


enzymes impliquées  dans les processus métaboliques importants, son rôle comme substance 


biologique a été prouvé  (Voisard et al., 1989 ; Devi et al., 2007).  Le HCN bloque effectivement 


la voie de la cytochrome oxydase et est très toxique pour tous les micro-organismes. Toutefois, 


les microorganismes  producteurs sont  protégés (Bashan et de-Basan, 2005). Une corrélation 


positive est observée  entre la production de HCN et la protection du concombre et de la tomate 


contre  Phytium ultimum et Fusarium oxysporum respectivement (Ramette et al., 2003).        


Dans cette étude, à l’exception de  AZ6, les autres souches se sont avérées incapables de produire  


ce composé volatile. Ceci serait la conséquence de l’inexistence de gènes (hcn) responsables de 


la synthèse de ce métabolite (Laville et al., 1998) ou bien de l’absence   d’un précurseur adéquat 


(Castric, 1977;  Curl et Truelove 1986). 


   La totalité  des  souches de  Azotobacter inhibe au moins une souche fongique testée. Quant à 


l’activité de chaque souche, AZ6 est active  affichant un taux d’inhibition important                                


( ˃50%)  sur la majorité   des champignons (n=5) envers Phytophtora infestans, Botrytis cinerea, 
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Alternaria alternata et Fusarium solani. AZ4 manifeste également une activité inhibitrice 


appréciable envers quatre autres souches fongiques avec un maximum d’inhibition pour 


Alternaria alternata  (66,50%). Selon Joshi et al.(2006), diverses espèces de Azotobacter  


possèdent des capacités  inhibitrices  vis-à-vis  différents champignons  phytopathogènes tels que 


Alternaria, Helminthosporium, Fusarium, etc… Plusieurs mécanismes ont été proposés pour 


expliquer l’inhibition de ces  champignons par les PGPR  y compris la production d’agents 


antimicrobiens, la sécrétion d’enzymes hydrolytiques telles que la  chitinase,  la cellulase, la 


protéase,  la production de sidérophores, la compétition  pour les nutriments ou une combinaison 


de ces mécanismes (Compant et al .,2005). L’antibiose est le mécanisme le plus connu et le plus 


important utilisé  pour  limiter l’invasion de l’agent pathogène  dans les tissus de la plante- hôte. 


  La présence  de l’ACC désaminase chez deux  souches de Azotobacter  AZ5 et AZ6 peut être 


un outil  pour la sélection de ces rhizobactéries  pour l’amélioration de la croissance végétale 


sous différentes conditions environnementales. En effet, cette enzyme en réduisant  la 


concentration de l’éthylène endogène  peut soulager la plante de nombreux stress  causés  par  


des infections dues à des phytopathogènes, la toxicité des métaux lourds, la salinité élevée et  


même la sécheresse (Glick et al.,1998).           


Les activités PGP  des Azotobacter sont variables, certaines souches possèdent des capacités 


remarquables  aussi bien de phytostimulation et de biofertilisation que de biocontrôle. La souche  


AZ6 est la plus performante. Selon de nombreux auteurs, un corrélation positive  significative 


entre ces différentes activités  existe  aussi  chez Bacillus circulans MTTC 8983 (Mehta et al., 


2010)  et Pantoea agglomerans  lma2 (Silini-Chérif et al., 2012). L’identification phylogénétique   


de  AZ6  par la caractérisation de l’ARN 16S   révèle que cette souche appartient à l’espèce 


Azotobacter chrocooccum.  
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B – Effets de Azotobacter et des molécules osmoprotectrices sur la germination 


des graines   de blé dur  et sur la concentration racinaire en Na
+
 et K


+
 sous 


stress salin 


Le taux cumulé  et le pourcentage de germination final des deux variétés  de blé diminuent  avec 


l’augmentation de la concentration  de NaCl dans le milieu. En effet, l’excès  de NaCl dans le 


milieu réduit la disponibilité de l’eau chez la plante. Cette restriction  est le résultat d’une 


déshydratation du cytoplasme qui affecte  le métabolisme des cellules et la fonction des 


macromolécules et réduit finalement la croissance des plantes (Le Rudulier, 2005; Taffouo et al., 


2009). Une variation significative dans la tolérance au sel est observée chez les deux variétés, 


Waha  présente  une tolérance plus élevée.  Ces résultats  sont en concordance avec ceux 


rapportés  par Basalah (1991) et Othman et al. (2006). Selon ces auteurs, la salinité élevée  du 


milieu   inhibe significativement  la germination des graines.  


L’inoculation des graines  par Azotobacter  ou en présence de   proline améliore 


significativement   la  germination  sous stress salin , Néanmoins, l’effet  du traitement des 


graines  par  la glycine bétaine  n’est pas aussi  performant. Des augmentations significatives 


dans la croissance et le rendement des cultures en réponse à l'inoculation avec les  PGPR ont été 


signalées (Biswas et al., 2000 ; Ashgar et al., 2002; Bashan et al., 2004). Selon   Nelson (2004), 


les PGPR  sont capables d’exercer un effet bénéfique sur la croissance de la plante  par   


augmentation du taux cumulé de la germination. Cet effet positif des  PGPR sur la germination 


des graines et l'émergence  du coléoptile serait  attribuée à la capacité bactérienne de produire ou 


de modifier des hormones végétales y compris les  gibbérellines qui jouent un rôle clé dans la 


germination (Barassi et al., 2006). Des souches de Azotobacter utilisées en culture  comme  


inoculants agissent  comme producteurs  de l'acide gibbérellique, de l’AIA et  des cytokinines  


favorisant la germination  et  la croissance  de la plante (Brown et Burlingham, 1968; Barea et 


Brown, 1974).  En outre, de nombreuses études ont démontré l'amélioration de la germination 
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des graines de différentes espèces de plantes en absence  ou en  présence de stress avec  apport  


exogène  d’ hormones de croissance végétales  ou d'autres substances organiques (Ashraf et 


Foolad, 2005 et Shaddad al., 2008). Chez  le blé,  l'effet négatif de la salinité est  atténué par 


trempage de semences avec l’AIA (Balki et Padole, 1982 ; Gulnaz et al., 1999). Selon Abbass et 


Okon ( 1993) , l’AIA   et les  autres hormones végétales sont  responsables d'une stimulation de 


la croissance du canola, de la tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) et du blé (Triticum 


turgidum l.) dans le sol non stérile inoculé par  Azotobacter paspali. Dans notre étude,  Av et 


AZ6 sont capables de produire  l’AIA à des niveaux de salinité  allant de 0 à 200 mM  et de 0 à 


600 mM respectivement. Les concentrations de l’AIA sont suffisamment importantes lorsque la 


proline est présente dans le milieu  permettant ainsi  aux  deux souches d’avoir  des activités  


PGPR   en milieu salin. 


 Selon Shaukat et al.(2006), l'inoculation par Azotobacter augmente  le pourcentage de 


germination de graines de blé  de  58,6 % environ. L’application exogène de  solutés compatibles  


sur les graines inoculées ou non   atténue significativement  l’effet  de la salinité sur le deux 


variétés de blé. Toutefois, de meilleurs taux de germination  existent chez  la variété  Waha. 


L'accumulation  des acides aminés osmoprotectants  comme la  proline pour lutter contre le stress 


salin est un phénomène bien connu chez de nombreuses  bactéries (Kempf et Bremer, 1998). Ces 


résultats sont en concordance  avec ceux rapportés par de nombreux auteurs   où l’application 


exogène de la  proline favorise   une augmentation significative du  rendement et des paramètres 


morphologiques de  la croissance du blé, c'est-à-dire, la hauteur et le  nombre d'épis. Ainsi, 


l'accumulation de la proline devrait éviter les effets néfastes de faible potentiel osmotique des 


cellules sans interférer avec la synthèse des protéines (Raggi, 1994; Wyne  Jones, 1981). 


 Le traitement des semences avec la  GB  permet d'atténuer les effets négatifs du stress  salin  


chez  plusieurs variétés de blé  mais la réponse des semences à l’application exogène  de la 


glycine bétaine reste  spécifique à la variété. Au vu  de la littérature scientifique, il est évident 
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que l'effet de la glycine  bétaine pourrait être positif ou négatif sur la croissance des plantes, par 


exemple, l’application exogène de la glycine bétaine  améliore la croissance et le rendement du 


tabac, du blé (Borojevic et al., 1980) et de Gossypium hirsutum (Naidu et al., 1998; Gorham et 


al., 2000). En revanche,  d’autres études  ont révélé l’effet non significatif de cet osmolyte  chez  


ces  deux dernières  plantes,  (Agboma et al., 1997 ; Meek et al., 2003). La  salinité a également 


un effet significatif  sur la concentration de Na
+ 


racinaire chez les deux variétés de blé.  Notre 


expérimentation  indique aussi que le contenu  de Na
+
 est fortement affecté  par les différents 


niveaux de salinité. L’accumulation est importante à 100 et s’accentue à 200mM. L’effet de 


l’inoculation avec la souche AZ6  ou celle en présence de P ou de GB  réduisent 


significativement  l’accumulation de Na
+
. Une plus grande concentration est observée chez la 


variété Waha  à 300 mM. La concentration du K
+
 est aussi significativement  affectée par le 


stress salin. Généralement la concentration du K
+ 


est inversement proportionnelle à la salinité. 


Cette diminution est plus faible chez Waha aux différentes concentrations de NaCl. L’effet des 


divers traitements réduit la perte  de K
+
 sous stress salin. De plus, l’inoculation en présence de 


proline assure une meilleure accumulation de cet ion, essentiellement à 300mM. 


Selon Bhivare et Nimbaker (1984), la réduction de la teneur en K
+
 et l'augmentation de 


la teneur  en Na
+
 sont  attribuées  à l'effet de la compétition  entre les ions Na


+
 et K


+
 sur 


les sites d'absorption de la plante. La toxicité du sel dans les graines se traduit 


généralement par une diminution marquée de  la concentration K
+
 provoquant  une 


réduction de la croissance par la diminution de la capacité des plantes à avoir un effet 


sur l'ajustement osmotique et sur le maintien de la turgescence ou bien  des effets 


négatifs sur les  fonctions métaboliques comme la synthèse des protéines (GreenWay et 


al.,1998). 


 L’inoculation par Azotobacter augmente  l'accumulation de K
+
 et réduit la teneur en  


Na
+
. Cette observation  est conforme aux résultats de El-Shansboury (1995) et serait  
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attribuée à une diminution de la concentration de Na
+
 dans le milieu par inoculation 


bactérienne. Le rôle de Azotobacter dans la production de substances favorisant la 


croissance et la fixation de l’azote est un aspect à prendre en  considération. Des 


souches PGPR produisant des exopolysaccharides bactériens peuvent se lier  avec  


certains  cations y compris Na
+
 (Geddie et Sutherland, 1993; Han et Lee, 2005). Cette 


notion est en outre étayée par les conclusions de Ashraf et al. (2004) où l’augmentation 


de  la densité de la population de PGPR dans la zone racinaire ferait chuter la 


concentration de Na
+
 disponible pour l'absorption de la plante. Une application de 


faibles concentrations exogènes de glycine bétaïne ou de proline, sous stress salin, 


maintient la concentration K
+
  à un niveau plus élevé dans les feuilles de la tomate 


(Heuer, 2003) et induit  une réduction de la perte des  K
+
 dans les racines d'orge            


(Cuin and Shabala ,2005 ;2007) . L’application  exogène de GB  (1mM) à travers une 


solution nutritive est efficace dans l’amélioration de la croissance et la réduction de 


l’accumulation du Na
+
 chez le riz  sous stress salin. Alors que dans l’orge, l’apport de  


proline entraîne une diminution de l’absorption de Na
+
 et de Cl


-
 dans les cultures         


des embryons et une augmentation de la croissance (Lone et al., 1987). Nos résultats  


indiquent qu’une concentration de 5mM permet une diminution de l’accumulation de 


Na
+
 et une réduction de la perte de K


+
. Cependant, chez le riz, 30mM de proline  


constitue la concentration la  plus efficace dans l’amélioration de la germination et la 


croissance des semis sous stress salin et augmente le rapport K
+
/Na


+
 (Roy, 1993). 


Ainsi, Les solutés compatibles sont généralement efficaces dans la réduction de 


l’extension de la perte du K
+
 en réponse à la salinité (Cuin et Shabala , 2005; 2007; 


Silini et al., 2012).  
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C- Effets  de l’inoculation par AZ6  et des molécules osmoprotectrices  (GB et 


P) sur les caractères morpho-biochimiques  de la  croissance  du blé dur  sous 


stress salin 


Compte tenu des résultats obtenus par les expériences sur milieu hydroponique, il est évident que 


le stress salin conduit à une réduction de la croissance  des deux  variétés de blé  se traduisant par 


une diminution considérable de la longueur  des racines, de la hauteur de la plante et  des poids 


frais et secs de feuilles  et des racines. L’effet inhibiteur du sel  est plus marqué chez la variété  


Bousselam que chez  Waha. Cette différence dans la croissance dans les  conditions salines serait 


due à  des potentiels génétiques  différentiels de ces deux variétés et une adaptation naturelle  vis-


à-vis de la tolérance  au sel. Ces résultats sont à rapprocher à ceux enregistrés chez de 


nombreuses plantes (Hernandez et al., 1995; Ali Dinar et al., 1999; Chartzoulakis et Klapaki, 


2000) : chez le  radis (Raphanus sativus) , par exemple , le poids sec diminue à  des  salinités 


plus élevées et environ 80 % de la réduction de la croissance à forte salinité peut être attribuée à 


la réduction de l'expansion de la surface foliaire (Marcelis et Hooijdonk,1999) et par conséquent 


à la réduction de l'interception de la lumière. La salinité diminue la croissance des glycophytes en 


modifiant  aussi l’équilibre hydrique et ionique  au  niveau des tissus (Greenway et Munns, 


1980). Au niveau des feuilles, ce phénomène est associé à une baisse de turgescence suite à une 


diminution du gradient de potentiel hydrique entre la plante et le milieu  (Levigneron et al., 


1995). De plus , les  effets de la salinité sur la croissance des plantes sont  attribués  à d’autres 


facteurs dont  une augmentation de la rigidité de la  paroi cellulaire, probablement à cause d’une 


modification de  sa structure ou une diminution de son extensibilité,  d’une  réduction du taux de 


production  de nouvelles cellules (Kinraide et  Parker ,1990) et/ou  à  la toxicité des ions  Na
+
 et 


Cl
-
 (Van Volkenburgh et Boyer, 1985) , d’une carence nutritionnelle ainsi qu’à  des   


déséquilibres  minéraux (Katerjii et Perrier1985; Hoorn et al. , 2002).  


 Le stress salin a aussi un effet sur les caractères biochimiques. La diminution de la concentration 


en chlorophylle sous l’influence de  la salinité  a été rapportée par de nombreux auteurs         
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(Abel-Ghaffar et al, 1982; Del Zoppo et al, 1999), elle est attribuée au sel  induisant 


l’affaiblissement  des complexes protéines-lipides (Gunes et al., 1996)  et  une  augmentation de 


l'activité de la  chlorophyllase (Stivsev et al., 1973). De plus, la salinité réduit la biosynthèse de 


pigments photosynthétiques et  entraine des modifications  dans l’intégrité  et la composition  des 


membranes des chloroplastes. De la Rosa et  Maiti (1995)  ont  constaté l’effet  inhibiteur  du 


stress salin sur le contenu de la chlorophylle, il serait la conséquence de  la synthèse de composés 


azotés tels la proline qui consomme une grande quantité d’azote.  


 La compartimentation des ions entre les organes (racines/parties aériennes), les tissus 


(épiderme/mésophylle) ou encore entre les compartiments cellulaires (vacuole/cytoplasme) est 


l’un des mécanismes d’adaptation à la contrainte saline. Généralement, chez les plantes tolérantes 


(contrairement aux plantes sensibles), l’ion Na
+
 est bien réparti  dans la vacuole (Cheeseman, 


1988). L’ajustement osmotique implique l’accumulation d’ions minéraux (K
+
, Cl


-
, Na


+
) et/ou de 


solutés organiques comme la proline, la glycine-bétaine, les sucres, les acides organiques, etc. 


(Morgan, 1984).  


Les concentrations en acides aminés et en proline des feuilles augmentent sensiblement  et 


atteignent de teneurs remarquables lorsque les deux variétés de blé Waha et Bousselam sont 


soumises  au stress salin. Selon Abd El Baki et al. (2000) l’augmentation de la salinité entraîne  


une accumulation des acides aminés foliaires et racinaires  du maïs. Les feuilles seraient plus 


concernées par cette accumulation. Les acides aminés importants les plus impliqués  sont 


l'alanine, l'arginine, la glycine, la sérine, la  leucine, la valine, la proline et le acides aminés non 


protéiques  telle que  la citrulline et l'ornithine (Achraf et Waheed ; 1993Mansour, 2000). Des 


amides tels que la glutamine et l'asparagine s'accumulent aussi  dans les plantes soumises au 


stress salin (Dubey, 1997; Mansour, 2000). La proline  est probablement l’acide aminé le plus 


largement accumulé  par  plantes  mais aussi par d’autres organismes (McCue et Hanson, 1990;  


Delauney et Verma, 1993). 
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Chez de nombreuses espèces végétales (les céréales comprises) la présence  de la  proline à des 


concentrations élevées  est l’une des manifestations des stress hydrique et salin (Benlaribi et 


Monneveux, 1988; Ali Dib et al., 1992). La corrélation entre teneur  de proline et concentration 


en ions Na
+ 


confirme ainsi le rôle osmorégulateur remarquable   joué par la  proline permettant 


ainsi  aux plantes de  s'adapter aux conditions salines ou de  les tolérer. (Chowdhury et al., 1993; 


Levitt, 1980). D’autre part, il a été également signalé que des  variétés de blé  sensibles au sel 


accumulent des concentrations en proline significativement plus élevées que les variétés 


tolérantes (Lutts et al., 1999; De Lacerda et al., 2003). L’accumulation  de cet osmolyte devrait 


éviter les effets néfastes de faible potentiel osmotique des cellules sans interférer avec la synthèse 


des protéines (Raggi, 1994; Wyne Jones, 1981). La proline jouerait plusieurs rôles  


physiologiques chez les plantes soumises au stress salin (l'osmorégulation, une source  d’énergie, 


de carbone  et d’azote et un signal de  sénescence) (Aspinall et Palleg, 1981).  L’augmentation de  


cet imino-acide  chez les  deux variétés  de blé pourrait être associée à la déshydratation  due au 


stress salin et hydrique  (Karamanos et al., 1983) et entrainant une diminution de la production 


de la matière sèche et du contenu relatif en eau ( Tatar et Gevrek, 2008). Son accumulation  dans 


les tissus de la plante sous des conditions stressantes  a été rapportée comme le résultat d'une 


diminution de  sa dégradation suite à une inhibition de la proline  déshydrogénase,  d’une 


augmentation de sa biosynthèse  par l’expression d’un gène codant  la pyrolline – 5- carboxylate 


synthétase (Lutts et al., 1999) , d’ une diminution de la synthèse ou de  l'hydrolyse  des protéines 


(Viégas et Silveira ,1999). Cependant, la signification de l'accumulation de la proline dans 


l'ajustement osmotique demeure encore peu claire et varie selon les espèces (Rhodes et Hanson, 


1993; Lutts et al., 1996 ).                                                                                                             


L’effet du stress salin augmente  aussi l'absorption de Na
+
  par  les racines et les feuilles chez les 


deux variétés de blé (Gune et al ., 1996). Les mêmes observations ont été  rapportés chez deux 


génotype   d’orge  où le  sel  provoque une migration de Na
+
 dans les parties aériennes avec une 
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plus forte accumulation dans les feuilles par rapport aux racines. (Hassani et al 2008). Les 


mécanismes de transport de Na
+
 vers les feuilles et celui de son  absorption racinaire paraissent 


être régulés séparément. Cependant,  un gain de tolérance est observé chez les plantes ayant  une 


meilleure capacité à remettre en circulation le sodium, ce qui protège les parties aériennes  de 


l’envahissement salin (Levigneron et al., 1995). 


Dans le même contexte, les teneurs en K
+
 diminuent  dans les racines et les feuilles chez les deux 


variétés de blé sous  l’effet de salinité. Les mêmes constats ont été relevés   chez des plants de  


tomate cultivés en présence de NaCl à 50 et à 100 mM (Heuer, 2003). L’effet inhibiteur du  sel  


sur l’absorption de K
+
 existe aussi  chez le blé tendre et l’olivier (Ottow et al., 2005). Ces 


observations  seraient attribuées à une interaction compétitive entre les ions  Na
+
 et le K


+
 sur les 


sites d’absorption de la plante  (Bernstein et al., 1995). La réduction de la concentration de  K
+ 


provoque une réduction de la croissance par la diminution de la capacité des plantes à avoir un 


effet sur l'ajustement osmotique et le maintien de la  turgescence (Green Way et Munns, 1980). 


L’inoculation des graines de blé dur par Azotobacter chroococcum AZ6 augmente 


significativement  les paramètres de croissance  (hauteur de la plante,  longueur des racines et  


poids frais et secs racinaires et foliaires)  sous l’effet du stress salin. Le contenu en chlorophylle 


et la teneur en potassium sont  améliorés tandis que  les concentrations en acides aminés, en 


proline  et en sodium  sont réduites. Ces résultats sont rapportés par de nombreux auteurs (Krieg 


et Holt, 1984; El-Shansboury, 1995; Nadeem et al., 2006) . Selon Glick et al. (1998), l’utilisation 


des PGPR  (ex: Pseudomonas) comme inoculants de graines de blé  dans les sols salés améliore 


la hauteur des plantes, la longueur des racines, le rendement en grains  ainsi que la teneur en 


chlorophylle et le rapport   K
+ 


/Na
+
.  Le rôle de  Azotobacter dans la production de substances 


favorisant la croissance et améliorant la résistance des plantes  aux stress abiotiques  et biotiques 


doit être également pris en considération. En effet,  Azotobacter chroccocum AZ6 est une souche 


halotolérante capable de produire des teneurs en AIA remarquables  jusqu’à 600 mM de NaCl. 
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Cette auxine  stimule  principalement la croissance racinaire (Salisbury, 1994) permettant  à la 


plante de puiser les nutriments nécessaires  à partir du sol, ce qui améliore les capacités  de 


nutrition et la  croissance végétale (Gutierrez Manero et al., 1996; Abdel-Hameed, 2004). 


La souche  AZ6 fixe  l’azote moléculaire et possède des capacités  de solubilisation  des 


phosphates. Elle a  aussi une activité antifongique contre plusieurs espèces de champignons  


grâce a son aptitude de sécrétion   des sidérophores  et de  composés organiques volatiles tels que 


l’acide cyanhydrique (HCN). Cette  rhizobactérie  améliore  indirectement la croissance des 


végétaux par son  effet antagoniste sur la microflore phytopathogène  en transformant les 


métabolites toxiques. De plus, il a été établi que  des souches de PGPR productrices              


d’exopolysaccharides (EPS) qui se lient avec les ions Na
+
 sont capables de réduire la 


concentration et  l’absorption  racinaire  de cet ion   et atténuent ainsi   le stress salin   chez les 


plantes (Geddie et Sutherland, 1993; Ashraf et al. ,2004; Han et Lee, 2005). A. chroococcum 


AZ6 est capable de synthétiser une enzyme l’ACC désaminase. Selon de nombreux auteurs, les 


PGPR possédant cette enzyme ont un avantage sélectif   sur les autres bactéries  durant les stress 


biotiques (Wang et al., 2001) et  abiotiques (Glick et al., 1994; Mayak et al., 2004). Le 


mécanisme principal utilisé par les PGPR contenant l'ACC désaminase pour améliorer la 


croissance des plantes dans des conditions de stress salin ou autres  sont l'abaissement du niveau 


de l'éthylène dans la plante par hydrolyse de l’ACC, un précurseur immédiat de la voie de 


biosynthèse de l'éthylène (Glick et al., 1998). Ces PGPR utilisent l’ ACC comme  source d’ azote  


se traduisant  par  une chute de la concentration racinaire  de ce composé  et entrainant ainsi  la 


réduction du niveau de l'éthylène chez la plante . (Mayak et al., 2004; Nagy et al., 2005; Zahir et 


al., 2009).  


L’apport  de solutés compatibles   améliore les paramètres morpho-biochimiques   des deux 


variétés de blé essentiellement lorsque la proline est utilisée. Ces solutés  peuvent avoir un effet 


direct et bénéfique  aussi bien sur la survie et  la croissance  de A. chrococcum AZ6 ainsi que  sur 
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la tolérance de la plante au stress salin. En effet, la salinité du milieu constitue un environnement 


stressant  pour les rhizobactéries. L’exposition des bactéries à des conditions d’osmolarité élevée 


diminue l’activité de l’eau de leur cytoplasme (Epstein, 1986) et entraîne des effets 


dommageables sur les  protéines  cellulaires et les autres macromolécules de fonction 


s’exprimant  par  l’inhibition de l’activité de la nitrogénase  et l’altération de la composition des  


exopolysaccharides (EPS) et lipopolysaccharides (LPS). De plus, la salinité réduit  le nombre de 


bactéries  colonisant  les racines. L’apport de ces  solutés compatibles  (proline  ou glycine 


bétaine) dans le milieu  joue  un important rôle dans l’adaptation  de ces rhizobactéries   au stress 


salin  aussi bien comme  osmoprotecteurs  que  comme sources  de  carbone et d’azote (Alloing 


et al., 2006).  


Sous stress salin, l’apport de la glycine bétaine (5 mM) ou  de  la proline (5 mM) stimule la 


longueur des racines, les paramètres morphologiques de la croissance    mais aussi les teneurs en  


chlorophylle  a et totale et le contenu racinaire et foliaire en K
+
. Cependant,  les concentrations 


des acides aminés, de la proline endogène et des ions Na
+
 sont réduites. Ces résultats sont en 


accord avec ceux  de Shaddad (1990) et Gagnon et Dansereau (1990) sur  Raphanus sativus (le 


navet),  Gossypium hirsutum et  Vicia faba (les fèves) respectivement. Ces observations 


s’expliquent  par le fait  que la glycine bétaine, zwitterion ampholyte, peut interagir directement  


avec les ions accumulés  pour protéger les membranes des effets  délétères des ions toxiques 


(Papageorgiou et Murata, 1995).  


L’apport  de   proline ou de glycine bétaine   entraine  une réduction du contenu foliaire  en 


acides amines et en   proline  endogène  sous l’effet de la salinité du milieu. Ces résultats sont 


rapportés par  Heuer (2003) étudiant les effets de ces solutés  compatibles   et du stress salin sur 


la tomate.    


La glycine betaine et la proline   contribuent  à une réduction  de l’accumulation du Na
+
 et une 


perte  moins prononcée  de K
+
 dans les racines et le feuilles. Ce constat  est la conséquence  d’un 
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transport plus faible des ions suite à une diminution  de la transpiration (Gagnon et Dansereau, 


2000; Heuer , 2003). Elles augmentent aussi  la turgescence cellulaire par le biais de l'ajustement 


osmotique et  participent  à l'augmentation de la conductance stomatique au niveau des feuilles. 


(Heuer, 2003). 


   L’étude de l’effet de la salinité  sur la germination et les  paramètres morpho-biochimiques des 


deux variétés de blé  révèle une tolérance  au sel de Waha  plus importante que celle  de  


Bousselam  même sous l’influence de l’inoculation par AZ6 et en présence de  la  glycine betaine  


ou de la  proline. Cette  tolérance  s’expliquerait  par l’acquisition de  gènes de résistance   ou  à 


une  adapation naturelle au stress salin. Elle  serait  liée   à la capacité de la plante  à  limiter 


l’accumulation de l’ion Na
+
 tout en favorisant celle de l’ion K


+
  et celles des solutés compatibles 


comme la proline.   


    Les diverses activités de phytostimulation ( production de l’AIA) , de biofertilisation                       


(solubilisation des phosphates) et de biocontrôle ( production de sidérophores et de HCN) de 


AZ6 et sa capacité de résistance à des concentrations salines élevées ont permis à cette souche 


bactérienne d’améliorer  la germination des graines et la  croissance végétale  chez deux variétés  


de blé soumises au stress salin. L’apport de solutés compatibles, glycine betaine et 


essentiellement proline,  atténuent  les effets de la salinité     par l’amélioration  des paramètres 


morpho-biochimiques. Ces solutés  peuvent avoir un effet direct et bénéfique  aussi bien sur la 


survie et  la croissance  de A. chroococcum AZ6 que  sur la tolérance de la plante au stress salin. 


L’utilisation  de AZ6 comme  inoculant et  l’apport  de molécules osmoprotectrices seraient  


donc une solution prometteuse dans la  biofertilisation  des sols salins  et arides. 
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  V – CONCLUSION  


Cette étude a visé une sélection et une évaluation des Azotobacter isolées des sols 


salins  et arides selon leurs  activités  d’amélioration de la croissance végétale: Celles 


ayant un rôle de biofertilisation  telles la solubilisation des phosphates et la fixation 


d’azote, celles considérées comme biostimulatrices principalement productrices de 


l’AIA et celles ayant des activités de biocontrôle protégeant les plantes des 


phytopatogènes telles la production de sidérophores et de composés volatiles (HCN et 


NH3). Cette  stratégie s’est révelée  un critère essentiel dont le choix de AZ6 comme 


inoculant en milieu salin. Cette souche diazotrophe et halotolérante possède les  


meilleures activités phytostimulatrices et phytoprotectrices vis à vis les agents 


pathogènes et le stress salin   ( production  d’ACC désaminase et d’AIA).  


AZ6 appartient à l’espèce A. chroococcum, son identification moléculaire est 


établie par les séquençage de l’ARN r 16 S. 


Les résultats expérimentaux sur la germination des graines et sur la 


croissance végétales, obtenus en conditions contrôlées montrent que les deux  


variétés de blé ont des réactions différentes quant à l’accumulation de divers   


solutés : K
+
, acides aminés et proline, vis à vis des concentrations croissantes 


en NaCl. Ils révèlent aussi  une tolérance  de Waha  plus importante que celle  


de Bousselam même sous l’influence de l’inoculation par AZ6 et en présence 


de la GB ou de la P. Ces observations  suggèrent l’importance du choix 


adéquat de la variété dans la stratégie de développement de la production 


céréalière dans les zones où les sols affectés par la salinité et l’aridité. 


L’inoculation des graines du blé dur par Azotobacter chroococcum AZ6 et l’inoculation 


en présence de la proline  sous stress  salin améliorent significativement  la germination  


ainsi que les  paramètres morphologiques de croissance  chez les deux variétés de blé, 
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cependant l’effet du traîtement des graines par la glycine bétaine n’est pas aussi 


efficace.  


L’étude  de l’amélioration  de la germination et de  la croissance végétale du blé  sous 


stress  salin  par inoculation bactérienne avec  AZ6 comme  biofertilisant  efficace et en 


présence de solutés compatibles telle la proline en milieu contrôlé est une approche  


possible et prometteuse. 


Comme  dans tout travail de recherche, des questions subsistent et de nouvelles perspectives 


s’ouvrent afin de compléter les connaissances sur l’implication de AZ6 comme inoculant dans la 


composante microbienne d’un sol salin et aride. La capacité de survie et de colonisation racinaire   


de cette souche  et la conservation de  ses  activité   PGP  dans cet écosystème doivent être 


élucidées.  D’autre part, le  choix du soluté  compatible et  sa   concentration  optimale ainsi que 


les modalités de son application doivent être déterminé en vue d’améliorer la tolérance au stress 


d’une culture particulière.  


Ces résultats obtenus en laboratoire sur milieux hydroponiques méritent donc une 


expérimentation plus large  en plein champ sur du  sol affecté par la salinité et l’aridité.   
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Annexe 1 : Composition (g /l) du Milieu Pikovskaya 


  


D –Glucose   :                                                                10g 


(NH4 )2 SO4:                                                                     0.5g 


 NaCl:                                                                               0.2g 


 MgSO4.7H2O:                                                                 0.1g  


KCl  :                                                                               0.2g  


Extrait de levure :                                                            0,5g 


MnSO45H2O:                                                                   0.002g 


 FeSO4.7H2O     :                                                              0.002g 


Ca3( PO4)2        :                                                               5g 


  Eau distillée    :                                                               1000ml  


 


Annexe 2 :    Composition (g /l) du Milieu de Winogradsky  exempte d’azote 


Solution stock ( g /l) 


 KH 2 PO4   :                                                                 50,0 g
 


 MgSO 4 7H 2O:                                                           25,0g  


NaCl :                                                                          25,0 g 


FeSO 4 .7 H 2O:                                                             1,0g  


Na 2 MoO 4. 2H 2 O :                                                     1,0g  


 MnSO 4. 4H 2 O:                                                          1,0 g 


Eau distillée      :                                                        1000ml        


pH: 7,2  ajusté avec du NaOH 


Préparation  du Milieu   Winogradsky  exempte d’azote 


solution  stock :                                                             5ml  


D  Glucose :                                                                 0,5g   


CaCO3 :                                                                      0,1g   


Eau distillée  qsp :                                                  1000ml 


pH : 6,2  ajusté avec du H2SO4  
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Annexe 3 :  Préparation du Chromazurol S 


 


- Mettre 6 ml de HDTMA l0mM dans une éprouvette de 100 ml et diluer à  50 ml avec de l'eau 


désionisée. (1 ) 


-Mélanger 1,5 ml de FeCL3+ ( 1mM FeCL3+ .6 H20;10 mM HCL) et 7,5 ml de 


CAS 2mM. (2) 


- Ajouter (2) à (1 ) . 


- Dissoudre 4,307 g de piperazine anhydre dans de 1 'eau et ajouter 6,25 ml de HCL 


12 M (Solution tampon pH = pKa = 5.6). 


- Ajouter la solution tampon et continuer avec de l'eau jusqu'à 100 ml. 


 


Annexe 4: Composition(g /l)  duMilieu Mineral Minimum  Dworkin-Foster(DF) 


KH2PO4 :                                                                  4 g                 


 Na2HPO4:                                                                6 g 


 MgSO4.7H
2
O:                                                         0.2 g  


FeSO4.7H2O :                                                         1 mg 


H3BO3:                                                                   10 μg 


MnSO4:                                                                  10 μg 


ZnSO4:                                                                   70 μg: 


CuSO4:                                                                   50 μg 


 MoO3:                                                                    10 μg 


Glucose:                                                                    2 g 


Acide gluconique :                                                    2 g 


Acide citrique:                                                           2 g 


Eau distillée :                                                        1000ml 


2.0 g (NH4)2SO4   ou    3mM   d’Aminocyclopropane1carboxylate ACC    comme source de 


d’azote selon les cas.  
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Annexe  5 : Composition de la solution nutritive d’Hoagland 


 
 


Macroéléments                Quantité (en g/I)                            Oligo-éléments                           Quantité(mg/l) 


Ca (N03) 2 4H20                 1,180                                                 H3 B03                                        2,860 


K H2P04                              0,136                                               Mn Cl2.4H20                               1,810 


Mg S04.7H20                     0,246                                                Zn S04.7H20                               0,220 


KN03                                  0,505                                                Cu S04.5H20                               0,080 


                                                                                                    H2Mo04·H20                              0,020 


                                                                                                      Fe EDTA*                              58,100*  


 


*Préparation du Fe EDTA: 33,2 g Na2-EDTA dans 89,2 ml de NaOH 1N. 24,9 g Fe S04.7H20 


dissoute dans 700 ml d'eau. On mélange les deux solutions et on garde le mélange pendant une 


nuit à l'obscurité dans un endroit aéré. Puis on complète à 1 litre. La solution du Fe EDTA est 


stockée à une faible température et à l'obscurité 


 


Annexe 6 : Séquence  de Azotobacter  chroococcum AZ6 


TGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGATTACTAGCGA


TTCCGACTTCTGGAGGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTGAGATAGGGTTTCTGGGA


TTGGCTTGCCCTCGCGGGTTTGCAGCCCTCGCCCTACCATTGTAGTACGTGTGTAGCC


CTGGTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTATCCCCACCTTCCTCGGTTTGTCACCG


GCGGTCTCCTTAGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAACTAAGGACAAGGGTTGCGC


TCGTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGAGCAC


CTGTGTTCGAGTTCCCGAAGACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCGACATGTCAAGA


CCAGGAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCAATACTCCACCGCTTGTGCGGG


CCCCCGTCAATTCCTTTAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGG 






