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Introduction

Introduction

La salinisation des terres est un probléme majeur a 1’échelle du globe. Selon la FAO
(Food Agriculture Organization) et les estimations les plus récentes, la salinisation des
terres affecte déja au moins 400 millions d’hectares et en menace gravement une surface
équivalente (Arshad et al., 2014).

L’ Algérie, un pays englobant toutes les variantes du climat méditerranéen, n’échappe
pas a ce phénomene. La sécheresse observée depuis longtemps a conduit manifestement au
processus de salinisation des sols sur 3,2 millions d’hectares affectés (Benmahioul et al.,
2009). Cette salinisation est plus marquée dans les régions steppiques du fait des
températures élevées durant presque toute I’année, du manque d’exutoire et de I’absence
de drainage efficient. Elle provient aussi de I’irrigation le plus souvent mal contrélée
(Munns, 2009).

Cette salinisation conduit a I’appauvrissement des sols en matiéres organiques et a
I’accumulation d’ions toxiques. Par conséquence, les terres agricoles productives sont
détériorées. D’un autre c6té, l'accroissement de la population a augmenté la demande pour
les produits agricoles. Ceci n'a pas seulement menacé la suffisance des ressources
alimentaires disponibles, mais aussi a nécessité I'exploitation de terres marginales cultivées
(Munns et al., 2008).

Chez les plantes et en présence de fortes teneurs en chlorure de sodium, de nombreux
processus physiologiques sont sensiblement affectés: la germination, la croissance et la
disponibilité en nutriments (Ayala-Astorga et Alcaraz-Meléndez, 2010). Parmi les récoltes
les plus largement consommées, le blé occupe une place de choix. Toutefois, lorsque la
salinité dépasse 100 mM, la germination et les autres parameétres liés a la croissance sont
considérablement inhibés (Maghsoudi et Maghsoudi, 2008).

Selon les chercheurs, la résolution de ce probleme résiderait l'amélioration des
procédures de gestion et de choix appropriés aux cultivars des plantes, la sélection et
I'amélioration de souches bactériennes osmotolérantes promotrices de la croissance des
plantes (PGPR), et l'utilisation d’engrais naturels ne provoquant pas 1’accumulation des
ions toxiques (Ghoul, 1990 ; Nabti et al., 2007).

En effet, l'application des PGPR; de I’anglais: «Plant Growth Promoting
Rhizobacteria » constitue une importance majeur dans l'agriculture, elle permet d'améliorer

la croissance des plantes par une multitude de mécanismes y compris 1’amélioration de la
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disponibilité des minéraux par la dégradation de la matiere organique, la chélation du fer,
la solubilisation de certaines éléments tels que le phosphate, la production de
phytohormones de croissance etc...

L’objectif de ce travail est axé sur la détermination du comportement des bactéries
diazotrophes ainsi que la germination des graines de blé sous stress salin et le réle
d’osmoprotecteurs naturels dérivés de 1’algue marine Ulva lactuca dans I’amélioration de

ces deux paramétres (1’halotolérance des bactéries et la germination des graines).
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I. Agriculture et stress salin

Dans plusieurs zones du globe terrestre, la salinisation est le processus majeur de la
dégradation des terres. En moyenne, le monde perd 3 hectares de terres cultivables par
minute a cause de la salinisation. Aussi 10 a 15% des surfaces irriguées (20 a 30 millions

d’hectares) souffrent, a des degrés divers, de ce probleme (Mermoud, 2006).

1.1 Besoins nutritionnels au niveau mondial

L’agriculture mondiale est parvenue, au cours des décennies passées, a nourrir une
population mondiale en forte croissance. En 2011, I’ONU (Organisation Nations Unies)
avait annoncé que la population mondiale a dépassé 7 milliards habitant sur terre (Ashraf et
al., 2012). Cette population croissante exigera une quantité et une qualité croissantes de
nourriture provenant de [’agriculture. Pour répondre a ces nouvelles exigences, un
doublement de la production sera probablement nécessaire dans les quarante prochaines
années. A titre d’exemple, la demande mondiale de céréales devrait augmenter de 585
millions a 828 millions de tonnes en 2025, ce qui correspond a une augmentation de 42%
(Nooyi et al., 2011).

1.2. Agriculture et problemes abiotiques

Différents stress abiotiques tels que la température, 1’acidité et la salinité élevées
affectent la croissance des végétaux et des microorganismes rhizosphériques induisant un
dysfonctionnement allant jusqu'a la mort cellulaires (Roberts,2005). La salinité et la
sécheresse repreésentent deux contraintes naturelles majeures conditionnant le
développement et la productivité des végétaux dans les zones arides et semi-aride (Vieira
Dasilva et al, 1990). Une salinité élevée cause plusieurs types de stress a la plante
comprennent 1’altération de [’absorption des éléments nutritifs tel que les ions de
potassium (k*), calcium (Ca®, ainsi que I’accumulation des ions toxiques particuliérement
le sodium (Na+) (Belkheiri, 2009).

1.3. Salinisation des sols

L’irrigation des terres cultivées conduit a la salinisation des sols en particulier dans
les régions arides et semi-arides (Munns, 2009). Elle peut étre aussi induite par la
remontée de la nappe phréatique (Loyer, 1991). Les pratiques agricoles diverses ont
augmenté progressivement le taux de sels dans le sol provoquant la dégradation des terres

arables depuis plusieurs siécles, la salinisation prend une ampleur croissante dans le
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monde et devenue un Véritable fléau pour les cultures agricoles (Schwabe et al., 2006 ;
Munns et al., 2008). Le total des terres salinisées a travers le monde est estimé a 900
million d’hectares, équivalant a 6 % de la masse terrestre mondiale  (Wyn Jones et
Gouston 1991 ; Munns, 2002).

a. Définition :
La salinisation est le processus d’accumulation des sels minéraux solubles dans le sol
a des niveaux nuisibles pour les plantes. Ces sels dissous sont constitués d’un mélange de
cations (Na+, K+, Mg2 +, Ca2 +... etc) et d’anions (Cl-, SO42-, CO32-, HCO3... etc)
(Tanji, 2002). Elle peut étre causée soit par des processus naturels « salinisation primaire »,
ou étre induite par des activités humaines« salinisationsecondaire »(Ghassemi et al. 1995).

b. Effets de la salinité sur les sols agricoles :

La structure d’un sol peut étre définie comme le regroupement des particules
primaires du sol dans les agrégats. Ces derniers sont séparés entre eux par des pores dans
lesquels le gaz et le liquide peuvent circuler. La structure d’un sol a une importance
considérable sur son fonctionnement. D'une part, elle détermine la pénétration des racines
dans le sol, d'autre part, elle agit sur les déplacements d'eau et d'éléments nutritifs vers les
racines (Lavelle et Spain, 2001). L’augmentation de la quantité du sodium dans un sol
entraine la destruction de sa structure. En favorisant la dispersion des colloides minéraux et
par conséquence la réduction de la structure poreuse du sol. La salinisation augmente ainsi
I’imperméabilité des couches profondes du sol ce qui empéche 1’aération et 1’absorption de

I’eau par les racines (Ghassemi et al. 1995).

c. Effets de la salinité sur le rendement agricole :

La salinité constitue un facteur limitant non négligeable pour 1’agriculture mondiale
(Hillel, 2000). Dans les régions arides et semi- arides, les sols sont perturbés a la foi dans
leurs activités biologiques, leurs stabilités et leurs fertilités.lls sont sans cesse soumis a une
grande variabilité physico-chimique du notamment a la présence de 1I’NaCl. (Vieira
Dasilva, 1990).La salinité peut entrainer des reductions significatives des pourcentages
finaux de la germination engendrant la réduction de tous les parametres du rendement
agricole (Foolad et al., 1999 ; Munns et Rawson, 1999).
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1.2. Rhizosphere et microorganismes du sol :

La rhizosphére est un environnement écologique colonisé par de nombreux micro-
organismes. Des communautés des micro-organismes sont associées aux systemes
racinaires de toutes les plantes supérieures (Khalid et al., 2006). Ces étres vivants sont
requis dans le processus de la décomposition et le recyclage des nutriments dans la
rhizosphere (Germida et al., 1998). Par ailleurs, la communauté microbienne joue un role
inévitable dans I’amélioration et la stabilisation de la structure du sol. Plusieurs études ont
montré que I’agrégation et la stabilité d’un sol dépendent de sa nature et de sa contenance
en matiére organique ce qui est étroitement lié a sa population microbienne (Elustondo et
al., 1990).

1.2.1. Définition de la rhizosphére :

Le terme rhizosphére dérive d’un mot grec « Rhizo »=racine et « Sphére »= champs
d’influence (Morgan et al. 2005). Ce terme a été utilisé pour la premiere fois par Lorenz
Ailtner (1904) pour définir la zone du sol sous I’influence des racines des légumineuses.
Par la suite, cette définition a été étendue a toutes les plantes. Cette zone d’interaction
s’étend de quelques micrometres a plus de 2 mm en dehors de la surface racinaire
(Kennedy et de Luna, 2004). La rhizosphere est définie aujourd‘hui comme étant le lieu
d’interaction entre le sol, la plante et les microorganismes. Ces interactions dépendent des
conditions physiques du milieu et des organismes mis en jeu (Norini, 2007).La rhizosphere
est divisé comme suivant : I’ndorhizosphére (intérieur de la racine), le rhizoplan (surface
racinaire) et 1’exorhizosphére ou le sol rhizospherique (sol lié a la racine par opposition au
sol distant) (Gray et Smith, 2005 ; Brimecombe et al., 2008).

1.2.2. Les microorganismes dans la rhizosphere :

Dans la rhizosphére, la plupart des microorganismes sont bénéfiques en promouvant
la croissance des plantes et leur bien étre (Bonkowski et al. 2009).Les microorganismes du
sol sont représentés par quelques métazoaires, protozoaires, algues microscopiques,
champignons, et bactéries (Wild, 1993 ; Maieret al. 2000).Concernant les bactéries, il a été
estimé qu’ungramme du sol contiendrait de 10" 10" bactéries (Horner-Devineet al.
2003), Parmi les bactéries du sol, il existe des cocci (spheres de 0,5um), des bacilles (0.3-
0.5 um) ou des spirales. Les bactéries les plus communes appartiennent aux genres ;
Pseudomonas, Arthrobacter, Clostridium, Achromobacter, Bacillus, Micrococcus,

5



Synthese bibliographique

Flavobacterium,Corynébacterium, Azospirillum, Mycobacterium et Azotobacter(Madkour,
et al. 1990; Buée et al. 2009).

1.2.3. Interaction plante-bactéries rhizosphériques :

La rhizosphére est un environnement créé par des interactions entre les exsudats
racinaires et les microorganismes (Bell-Perkin et Lynch, 2002). Deux catégories d’effets
bénéfiques des microorganismes sur les plantes peuvent étre distinguées (van der Heijden
et al., 2008) ; les effets directs, via les organismes microbiens associés a la racine qui
mettent en place des relations mutualistes avec les plantes et les effets indirects, via
I’action des microorganismes vivant librement dans la rhizosphere et modifiant les taux
d’approvisionnement en éléments nutritifs ainsi que la répartition des ressources. Les
racines de la plante offrent une niche pour la prolifération des bactéries du sol qui profitent
des exsudas racinaire (Wipps ,2001 ; Walter et Vega, 2007).

1.2.4. Les bactéries promotrices de la croissance des plantes :

Certaines bactéries (Arthrobacter, Azotobacter Azospirillum, Bacillus, Enterobacter,
Pseudomonas, Serratia) sont capables de coloniser efficacement les systéemes racinaires.
Elles influencent la plante d’une maniére bénéfique en stimulant sa croissance (voie
directe) et/ou en la protégeant contre les infections phytopathogenes (voie indirecte).Ces
bactéries de la rhizosphére sont alors reprises sous le terme PGPR, de I’anglais (Plant
Growth Promoting Rhizobacteria) (Gray et Smith, 2005).

Certains PGPR du genres Pseudomonas, Bacillus, Paenibacillus, Rhodobacter,
Azospirillum ont été récemment décrites pour leurs effets positif sur la croissance des
plantes et 1’augmentation de leurs rendements (légume, pomme citron, myrtille, mure,
abricot, framboise, betterave a sucre...) (Esitken et al ; 2002 Dobblaere et al ; 2003 ;
Cakmakeci et al 2006 ; Orhan et al 2006). Les PGPR peuvent favoriser la croissance des
plantes hotes par différents mécanismes tels que la fixation d’azote, la solubilisation
d’oligoéléments, I’inhibition de la synthése d’éthyléne par la plante et la synthése de
phytohormones ou de vitamines (Dobblaere et al., 2003 ; Cakmakci et al., 2006 ; Orhan et
al., 2006).

a. La résistance systémique induite (RSI) :

La reconnaissance par la plante de certaines bactéries de la rhizosphéere peut

conduire a une réaction d’immunisation lui permettant de mieux se défendre vis- a- vis une
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attaque par un organisme pathogéne (Van loon, 2007). Cette immunisation est appelée
résistance systémique induite (ISR : Induced Systemic Resistance) (van Loon et al., 2005 ;
Jourdan et al., 2008). Ce phénomeéne est considéré comme une stratégie prometteuse dans
la lutte biologique contre les maladies des cultures (Ramos Solano et al., 2008). L’ISR
peut étre induite par des bactéries a Gram positifs comme Bacillus pumilus,ou des
bactéries a Gram négatif appartenant aux genre Pseudomonas(fluorescens, putida)et aux

entérobactéries tel que Serratiaou Pantoea (Jourdan et al.,2008).

b. La tolérance systémique induite (TSI) :

L’éthylene est une phytohormone responsable de la stimulation de la germination des
graines. Elle favorise également la maturation des fruits et déclenche 1’abscission des
feuilles (Burdman et al., 2000 ; Bleecker et kende, 2002). Cependant, 1’¢lévation de sa
concentration sous stress salin se traduit par I’inhibition de la formation des poils ainsi que
I’élongation racinaire et par conséquence une réduction de la croissance végétale (Mayaka
et al., 2004). L’acide-1-Aminocyclopropane-1-carboxylique (ACC), le précurseur direct de
I’éthyléne, est réduit par une enzyme d’origine bactérienne « ACC-désaminase ». Cette
enzyme est exprimeée chez plusieurs rhizobactéries telles que Bacillus pumilus,
Alcaligenes spp, Burkholderia cepacia, Enterobacter cloacae, Ralstonia solanacearum et
Pseudomonas spp. Celles-ci peuvent dégrader I’ACC en a- ketobutyrate et en ammonium
(Glick et al., 2007).

1.3. PGPR et stress salin :

1.3.1. PGPR et amélioration des cultures sous stress salin :

Au cours des derniéres années, une nouvelle approche a été développée pour atténuer
le stress dU a la salinité chez les plantes. Elle consiste a 1’application des PGPR sur les
semences et les plantes. L utilisation des PGPR comme inocula en 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 (Mayak et al.,2004).

1.3.2. Salinité et bactéries rhizosphériques :

Les microorganismes telluriques sont fréquemment exposés a des variations de
pression osmotique du milieu environnant. Une salinité élevée diminue considérablement
la croissance des bactéries provoquant une accumulation de la matiére organique non

dégradée, ce qui agit négativement sur la disponibilité des nutriments nécessaires a la
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croissance des plantes (Zahran ,1997). Une augmentation ou une diminution du volume
cellulaire sont les deux résultats physiologiques d’un choque hyper ou hypo-osmotique,

respectivement, ce qui provoque une plasmolyse (Csonka, 1989 ; Ghoul, 1990).

1.3.3.Réponse des PGPR au stress salin :

Les ions potassium (k*)constituent 1’osmolyte primaire chez la grande majorité des
bactéries, leur accumulation contribue a la compensation de 1’osmolarité externe et au
maintien de la turgescence cellulaire normale (Christian et Waltho, 1961 ; Walderhaug et
Coll, 1989). Les PGPR répondent au stress osmotique essentiellement par 1’accumulation
des solutés compatibles, ces molécules osmotiquement actives conservent une pression de
turgescence positive nécessaire a la division cellulaire (Curati et al., 1998). CertainsPGPR
produisent des exopolysaccharides (EPS) qui se lient aux cations sodium (Na*) en
réduisant sa teneur dans le milieu (Ashraf et al., 2004). Ces EPS protégent également les
bactéries de la dessiccation par modification de leurs microenvironnements (Roberson et
Firestone, 1992).

1.3.4 Salinité et interaction plante- PGPR :

Les PGPR jouent un role clé dans un grand nombre de processus dans différents
€cosystémes salins incluant 1’acquisition des éléments nutritifs pour les plantes, les cycles
biogéochimique de I’azote et de carbone, la production des régulateurs de croissance
(auxine, cytokine et gibberelline) ainsi que la répression de la synthése d’éthyléne
(Hogberb et al., 2001 ; Kowalckuk et Stephen, 2001 ; Sprint, 2001 ; Smith et Read, 2008 ;
Weyens et al., 2010).

I.4. Macro-algues marines et solutés compatibles :

I.4.1. Les macro-algues marines :

Les algues, organismes photosynthétiques, sont conventionnellement définies
comme des végétaux peuplant les milieux aquatiques, les lieux humides et de nombreux
milieux terrestres. Elles sont dépourvues des tiges, de racines, de feuilles ou de fleurs.
Leurs appareil végétatif relativement simple est appelé « thalle » (Guillaume, 2010). Les
macro-algues sont constituees a leur base par des crampons, leur permettant de se fixer sur
un support. Elles absorbent les nutriments par toute la surface du thalle en contact avec

I’eau. Les crampons sont surmontés d’un pédoncule de longueur et de diamétre variable (le
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stipe). L’algue se termine par une fronde qui peut étre découpée en filaments, cordons ou

laniéres (Hortense, 2011).

1.4.2. Classification des macro-algues marines :
Selon leur pigmentation, les macro-algues sont divisées en trois groupes : les
chlorophycées « algues vertes », les phéophycées « algues brunes », et les rhodophycées

« algues rouges » (Mohamed et al., 2012).

a. Les chlorophycées :

Les chlorophycéesjouent un role important dans 1’oxygénation des eaux. Elles sont
de formes trés variées, uni- ou pluricellulaires. Leurs plastes sont colorés en vert par les
chlorophylles a et b, aux quelles sont associées descarotenes et des xanthophylles, comme
les plantes supérieures. La plupart des algues vertes vivent en eau douce ou en milieu
marins, mais certaines especes peuvent également se développer sur terre (Pérez, 1997).
Les grands genres sont Ulva (ou laitue de mer) (Ulva lactuca) et Enteromorpha (ou

cheveux de mer).

b. Les pheophycées :

Les phéophycées ont généralement une structurepluricellulaireet de dimensions trés
variables. La majorité de ces algues vivent en milieu marin et présentent une couleur
brunatre résultant de 1’association de pigments dominants, a savoir la xanthophylle et la
fucoxanthine. Leurs dimensions varient d’éléments microscopiques jusqu'a de tres grandes
formes (Guillaume, 2010).

c. Les rhodophycées :

Les rhodophycées doivent leur couleur a la présence de plastes roses dans lesquels un
pigment rouge, la phycoérythrine, est associé a plusieurs autres pigments comme
les chlorophylles. La plupart de ces algues rouges sont pluricellulaires et marines, mais il
existe quelques formes unicellulaires et quelques unes vivent également en eau douce
(Guillaume, 2010).

1.4.3. Osmorégulation chez les macro-algues marines :
Les macro-algues marines sont a 1’origine de différentes sources d’énergie et de
carbone, elles sont riches aussi en substances osmoprotectrices [Glycine bétaine et

Diméthylsulfoniopropionate (DMSP), oxalate et acétate] qui sont utilisées par plusieurs
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bactéries afin de challenger le stress salin (Ghoul et al., 1995). Plusieurs études sont
menées sur 1’utilisation de I’algue marine Ulva lactuca comme osmoprotecteurs naturelles

sous stress salin (Nabti et al., 2007).

I.5. stress salin et osmoprotecteurs :

Pour survivre sous contraintes osmotiques, les cellules doivent s'adapter en
accumulant des solutés spécifiques dans des conditions hyper-osmotiques et de les libérer
dans des conditions hypo-osmotiques. Ces solutés se sont avérés d’efficaces stabilisateurs
d'enzymes, offrant une protection non seulement contre une forte teneur en sel, mais aussi

en absence de stress (Yancey et al., 1982).

1.5.1. Les solutés compatibles :

Le terme «soluté compatible» a été introduit par Brown et Simpson en 1972 pour
décrire des solutés accumulés qui ne présentaient pas d’activité inhibitrice, mémea forte
concentration, vis -a-vis des fonctions enzymatiques (Bremer et Kramer2000).Les solutés
compatibles sont de petites molécules organiques (sucres, polyols, acides aminés et leurs
dérivés, betaines et ectoines). Ces osmolytes peuvent étre synthétisees par la cellule elle

méme ou transportés du milieu extérieur (Robert, 2005).

1.5.2. Les osmoprotecteurs :

Certains solutés compatibles n’ont aucun effet sur la croissance cellulaire en milieu
a forte osmolarité. Les autres, par contre, ont un important effet de stimulation sur le taux
de croissance lorsqu’ils sont ajoutés au milieu de culture. Ce sont des osmoprotecteurs
(Strom et Coll, 1983). Ils s’agissent de molécules dipolaires, solubles ne portant pas une
charge électrique nette a pH physiologique (Bremer et Karmer, 2000 ; Sleator et Hill,
2001). Les osmoprotecteurs peuvent étre accumulés a de fortes concentrations
intracellulaires (1M) sans aucun effet sur les fonctions cellulaires. Ces derniers agissent a
des concentrations extérieures faibles (1mM) et leur accumulation est accompagnée par

une augmentation du volume d’eau en évitant la déshydratation cellulaire (Kempf et

Bremer, 1998).

1.5.3. Classifications des osmoprotecteurs :
Sous stress salin, la cellule fait appel a différentes substances osmoprotectrices afin

de protéger ses macromolécules vitales et maintenir sa survie contre D’effet de
I’osmolaritéélevée (Miller et Wood, 1996).
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a. Laproline :

La proline est un acide aminé trés répandu chez les plantes. Elle est accumulée en
grandes quantités face a un stress osmotique (Bremer et Kramer., 2000). Chez les bactéries
a Gram négatif, son accumulation s’effectue a partir du milieu externe par augmentation de
I’activit¢ du transport (Fougere et al.,, 1991).Celle-ci peut étre accumulée a des
concentrations molaires élevées sans nuire au comportement cellulaire (Da Costa et al.,
1998).

b. L'ectoine :

L'ectoine (1, 4, 5, 6-tetrahydro-2 méthyle-4pyramidine) est un acide aminé
cycliguechargé positivement (Malin et Lapidot, 1996), découvert pour la premiére fois
comme soluté compatible endogene chez la bactérie phototrophe extrémement halophile
Ectothiorhodospira halochoris,d'ot son nom (Da Costa et al., 1998). L’accumulation de
I’ectoine est proportionnelle a la force osmotique du milieu (Bernard et al., 1993). Depuis,
I’ectoine est détectée comme osmoprotecteur efficace chez plusieurs genres de bactéries :
Pseudomonas(Kets et al., 1996) etEscherichia. coli (Talibart et al., 1994; Bremer et
Kramer, 2000).

c. Les ammoniums quaternaires :

Les bétaines sont des dérivés méthylés d'acides amines, Les représentants majeurs de
cette classe d'osmoprotecteurs. Sont de la glycine bétaine (G.B), la proline bétaine,
I'nydroxyproline bétaine et la pépicolate bétaine (Rhodes et Hanson, 1993). Les bétaines
ont été isolées a partir de plusieurs plantes des zones arides ou elles se concentrent parfois

en grandes quantités. Elles ont été aussi détectées chez les algues marines (Ghoul, 1990).

d. Les sulfoniums tertiaires :

Ce sont des analogues soufrés des bétaines, utilisés comme solutés compatibles
pardifférents organismes vivants (Rhodes et Hanson, 1993). LeDMSP est répandu dans les
milieux marins (Da Costa et al., 1998). Il est accumulé comme osmolyte majeur chez
certaines algues (Enteromorpha intestinalis, Ulva lactuca) (Ghoul, 1990). Le
dimethylsulfonioacétate (DMSA) est un puissant osmoprotecteur chez E. coli. Son effet est
équivalent a celui de la GB (Chambers et al., 1987 ; Cosquer et al., 1999).

11
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e. Lacholine :

La choline est un précurseur de la glycine bétaine, sa transformation se déroule en
deux étapes ; la premiére consiste en la transformation de la choline en bétaine-aldéhyde
sous I’action de la choline déshydrogénase, la deuxieme est la synthése de la glycine
bétaine sous I’action de la bétaine-aldéhyde déshydrogénase (Le Rudulier et Bernard 1986;
Stremet al., 1986). Ces 2 enzymes peuvent transformer de tres faibles concentrations
extracellulaires en choline (1 mM) en des teneurs élevées en G.B intracellulaire (Landfard
et Stram, 1986).

1.6.La germination :

La germination a comme signe visible la sortie de la radicule hors des téguments de
la graine. C’est un phénomene naturel qui intervient lorsque les semences sont imbibées
d’eau dans des conditions favorables de température, oxygénation et obscurité. La
germination est donc définie par la sortie et le développement, a partir de I’embryon de la
semence, des organes essentiels prouvant 1’aptitude de la semence a produire des plantes
normales. (Maciejewski, 1991 ; Chaux et Foury, 1994 ; Hopkins, 2003 ; Labbe, 2004 ;
Baumgartner et Emonet, 2007).

1.6.1. Salinité et germination des graines:

La germination des graines est le stade le plus sensible au stress salin et hydrique
(Boulghalagh et al., 2006). Plusieurs études ont montrés que le sel a un effet dépressif sur
le taux de gémination des graines et leur croissance biologique (M’barek et al., 2001). Les
effets inhibiteurs imposés par la salinité sur le processus de la gémination peuvent étre

¢galement expliqué par 1’altération des enzymes et des hormones de la graine (Larcher,
1995).

1.6.2. PGPR et germination des graines sous stress salin :

De nombreux travaux ont prouvés que les traitements des graines avec les PGPR
telsque Azospirillum spp, Azotobacter chroococcum, Pseudomonas putida ont donné une
meilleure germination des graines de tomate, de poivre, de laitue, de radis, de mais et de
blé (Rodriguez et al., 2001 ; Bazavaraju et al., 2002 Kaymak et al., 2009). La souche
Azospirillum brasilense NH améliore la germination des graines en présence du stress

osmotique par le maintient de 1’équilibre hydrique (Nabti et al.,2007).
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Le travail a été realise au niveau du Laboratoire de Maitrise des Energies
Renouvelables (LMER)-Equipe Biomasse et Environnement (BE), durant une période

de 3 mois.

Ce travail consiste en 1’étude de I’effet d’osmoprotecteurs naturels, dérivés de la
laitue de mer (Ulva lactuca), sur la croissance de quatre souches bactériennes
qualifiées de PGPR, ainsi que sur la germination des graines du blé dur (variété

BOUSSALEM) sous stress salin et en présence de ces souches.
1. Provenance des souches

Les souches bactériennes ont été fournies par le Laboratoire d’accueil
(LMER-BE). Elles ont eté isolées pour la premiére fois, par Mr. RAI Abdelwahab, a
partir d’échantillons de sols agricoles, dans le cadre de la préparation de sa thése de
doctorat. Le tableau ci-dessous détaille la date et le lieu de chaque échantillonnage et

la souche qui lui correspond :

Tableau I : Date et lieu d’échantillonnage du sol correspondant a chaque souche

Echantillon Lieu d’échantillonnage Date Nom de la souche
BEA Bejaia: 36°42°11,60’ N, 5°5°14,47"" E. 21/01/14. BEA4
BEC Bejaia: 36°40°44,54>° N, 4°53°35,55”" E. 29/01/14. BEC9
BOA Bouira: 36°7°41,29”’ N, 3°32°55,89’ E. 29/01/14. BOA4
SEB Setif: 36°11°30,55”’ N, 5°22°16,79" E. 24/02/14. SEB9

Les souches ont été génétiquement identifiées au niveau du laboratoire de
Biotechnologies et Valorisation des Bio-Géo-ressources (LBVBGR)-Manouba, Tunis
(Tunisie). Voici un tableau déterminant le résultat de l’identification de chaque

souche.

Tableau 11 : Résultat de I’identification moléculaire des quatre souches

Nom de la souche Résultat de I’identification
BEA4 Flavobacterium johnsoniae
BEC9 Pseudomonas putida

BOA4 Achromobacter xylosoxidans
SEB9 Azotobacter chroococcum
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Taxonomie des souches :

La classification présentée dans le tableau ci-dessous est tirée du manuel de

Bergey de Bacteriologie 2015.
Tableau (111) : Taxonomie des quatre souches étudiées

BEA4 BEC9 BOA4 SEB9
Domaine Bactérie Bactérie Bactérie Bactérie
Embranchement  Bacteroidetes Proteobacterie Proteobacterie Proteobacterie
Classe Flavobacterie y-Proteobacterie B-Proteobacterie  y-Proteobacterie
Ordre Flavobacteriales Pseudomonadales ~ Burkholderiales  Pseudomonadales
Famille Flavobacteriaceae  Pseudomonadaceae Alcaligenacaea Pseudomonadaceae
Genre Flavobacterium Pseudomonas Achromobacter Azotobacter
Espéce johnsoniae putida xylosoxidans chroococcum

Les quatre souches constituent le résultat d’une sélection a partir d’un total de

70 souches fixatrices d’azote isolées sur un milieu dépourvu de toute source d’azote

(N-Free Jensen medium). La sélection a été réalisée sur la base de la capacité des

souches a produire des métabolites d’intérét agricole (enzymes, phytohormones,

sidérophores et activité antifongique).

2. Provenance des graines

Les graines de blé dur (Triticum durum variété BOUSSALEM) récoltée dans la

saison (2014), sont fournies par I’Office Algérien Interprofessionnel des Céréales-

Union des Coopératives Agricoles (Bejara-Algérie).

Tableau (1V) : Systématique de blé dur (Triticum durum) (Brouillet et al., 2006).

Régne Plantea (vegeétale)
Division Magnoliophyta
Classe |Liliopsidal
Ordre [Cyperales|
Famille Poaceae
Genre Triticum
Espéce durum

14


http://fr.wikipedia.org/wiki/Liliopsida
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cyperales

Matériel et Méthodes

Fig. 2 : Les graines de blé Triticum durum variété BOUSSALEM.

3. Collecte de I’algue marine Ulva lactuca

Ulva lactuca, macro-algue marine verte (Chlorophyceae) tres répondue dans le
bassin méditerranéen. Vivant fixée sur les rochers de 1’étage médiolittoral, elle est de
couleur vert brillant et caractérisée par une taille allant de 10 a 15 cm (Fig. 1). Elle a
été récoltée le 13/04/2015, au niveau de la plage Boulimat-Bejaia (Algérie)
[36°81°51.40°° N, 4°98°64.26"" E].

Taxonomie :

Régne : Protista,
Ordre : Chlorophyceae,
Phylum : Chlorophyta,
Famille : Ulvaceae,
Classe : Ulvales,

Genre : Ulva

Espeéce : Lactuca.

Fig. 3 : I’algue marine Ulva lactuca.
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4. Vérification de la pureté des souches
Pour vérifier la pureté des souches et aprés un repiquage a partir du milieu de
conservation, une observation de I’aspect des colonies, une observation a 1’¢état frais et

apres coloration de Gram ainsi que les deux tests (catalase et oxydase) ont été réalisés.

4.1. Aspect des colonies
Aprés repiquage des souches, Les colonies sont soumises a 1’observation
macroscopique (forme, couleur, relief). L observation est réalisée aprés culture sur

deux milieux différents.

4.1.1. Aspect des colonies sur le milieu LB agar « Luria-Bertani »

Le milieu LB ; composition en g/l : Tryptone, 10g; Extrait de levure, 5g; NaCl,
10g ; a pH final de 7,0 (£0.02) ; est stérilisé a 120 C°/15 min, coulé dans des boites de
Pétri de 9 mm de diametre puis utilisé pour la culture des quatre souches (BEA4,
BEC9, BOA4, SEB9). Le test est réalisé pour la mise en évidence de la forme, la

couleur, I’aspect, le diamétre et les reliefs des colonies (Miller, 1972).

4.1.2. Aspect des colonies sur le milieu « N-free Jensen »

Les quatre souches sont repiquées, a partir d’une culture fraiche de 24 h (lavée 3 fois
avec de I’eau physiologique), sur un milieu dépourvu de toute source d’azote. Cette
étape est réalisée pour mettre en évidence la capacité inhérente aux souches de fixer
I’azote atmosphérique. Pour cela, le milieu Jensen (1951); composition en g/l :
Mannitol, 20; KH, PO4, 1,0; CaCos, 2,0; MgSO4 7 H20, 0,5; NaCl, 0,5;
FeS0,4,0,1 ; Na; MoOQy, 0,005 ; a pH final de 7,4 (x0.02) est utilisé (Thompson, 1989).

La coloration de Gram, la mobilité bactérienne (état frais), la recherche de la

catalase et de I’oxydase sont effectuées sur les 4 souches.

5. Détermination du pH optimum de croissance des souches

Pour déterminer I’effet du pH sur la croissance des souches, le milieu LB liquide est
préparé a une gamme de pH allantde 529 (5;55;6;6,5;6,5;7;7,5;8;85¢€t9).
Le pH est ajusté a I’aide d’un pH-métre (Hanna instruments HI 2210®) en utilisant
des solutions de NaOH et de HCI [1M]. L’expérience est realisee sur des
microplaques a fond rond de 96 puits, ce type de microplaques et constitué de 12

colonnes (8 puits/colonne). Chaque puits servira a inoculer 200 ul du milieu avec 10
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ul de la suspension bactérienne. Pour chaque colonne de la microplaque, le milieu
utiliseé est ajusté a un méme pH donnant enfin huit répétitions de méme nature. Enfin,
les microplaques sont incubées a 30°C / 24 h.

La lecture est effectuee, en duplicata, par mesure de la densité optique a 600 nm a
I’aide d’un spectrophotomeétre (Shimadzu Mini 1240®). Les deux lectures sont
obtenues en mélangeant le contenu de chaque 4 puits (8 au total) dans deux cuves a

spectrophotometre.

6. Halotolerance des souches et effet de la Glycine Bétaine et d’U.

lactuca :
L’halotolérance des quatre souches déterminée sur milieu N-Fb (Nitrogen-Free
broth) ; composition en g/l : K;HPO,4, 6; KH,PO,4 ,4; MgS0,4.7H,0, 0,2 ; NaCl,
0,1 ;CaCl,,0,02 ; FeCl3,0,01 ; NaM00,,0,002 ;Extrait de levure,0,05. Le pH est ajusté
a 7,0 £ 0.02 en utilisant le NaOH (1M).

6.1. Mise en évidence de I’halotolérance des souches

Le milieu N-Fb est préparé a des concentrations croissantes en NaCl allant de 250 a
650 mM (250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650 mM). Le milieu contient
initialement de NaCl (0.5¢/l) dont il faut tenir en considération. Le méme milieu est
préparé en présence de glycine bétaine (ajoutée a une concentration finale de 1mM) et

de I’extrait hydro-alcoolique d’Ulva lactuca (ajouté a une dilution finale de 1%).

6.2. Préparation de I’extrait hydro-alcoolique d’Ulva lactuca

50 g de I’algue fraiche (thalle) sont homogénéisés dans de 1’éthanol 70 % (vol /vol)
sous agitation a température ambiante. Le mélange est filtré a travers un papier filtre
pour €liminer les particules solides. Le filtrat est évaporé a sec, sous vide a 40°C. La
poudre est récupérée dans 10 ml d’eau distillée et 1’extrait hydro-alcoolique obtenu est

utilisé dans le milieu de culture a une concentration finale de 1% (Ghoul et al., 1995).
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Figure 3 : L’extrait hydro-alcoolique d’U. lactuca.

6.3. Addition de la glycine bétaine au milieu N-Fb

Afin de tester I’effet la glycine bétaine sur la croissance et la survie des souches sous
stress salin. Une solution-mére de GB (1 mM), stérilisée a I’aide d’une membrane
Millipore (WAHTMAN® ; 0,2 um PES), est ajoutée au milieu N-Fb auquel des

concentrations en NaCl allant de 0 8 650 mM sont additionnées.

6.4. Addition de I’extrait d’Ulva lactuca au milieu N-Fb
Des dilutions a 1/100eme de 1’extrait hydro-alcoolique d’Ulva lactuca sont effectuées
et additionnées au milieu N-Fb préparé a différentes concentrations en NaCl. Les

solutions obtenues sont stérilisées a 120°C/20 min.

6.5. Préparation des inocula bactériens

Un volume de 5 ml du milieu LB est ensemencé par une culture fraiche (de 24h) des
04 souches. Aprés incubation a 28°C/24h, les cultures sont centrifugées (Nive NF
200®) a 3000 rpm/10 min. Les culots obtenus sont lavés trois fois par 5 ml d’eau
physiologique stérile (8,5g/1 NaCl) puis repris finalement dans 5ml. Les suspensions
bactériennes lavees serviront & inoculer le milieu de culture N-Fb préalablement

distribué dans des microplaques a fond rond (96 puits).

6.6. Détermination de I’halotolérance

L’expérience est réalisée sur des microplaques a fond rond de 96 puits [12 colonnes (8
puits/colonne)]. Chaque puits servira a inoculer 200 pl du milieu avec 10 pl de la

suspension bactérienne préalablement lavée. Pour chague colonne de la microplaque,
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le milieu est utilisé a une méme concentration en NaCl donnant enfin huit répétitions
de méme nature. Enfin, les microplaques sont incubées a 28°C/72 h. Des témoins sans
NaCl sont prépareés en parallele. La croissance bactérienne dans les différents puits est
déterminée par mesure de la DO a 600 nm a I’aide d’un spectrophotometre (Shimadzu
Mini 1240®).

La lecture est réalisée, en duplicata, par mesure de la densité optique a 600 nm a
I’aide d’un spectrophotométre (Shimadzu Mini 1240®). Les deux lectures sont
obtenues en mélangeant le contenu de chaque 4 puits (8 au total) dans deux cuves a
spectrophotometre.

L’¢étude de I’halotolérance des souches ainsi que de ’effet de la glycine bétaine et
d’Ulva lactuca sur la croissance des bactéries sous stress salin est réalisée en méme

temps en utilisant les mémes inocula bactériens pour chaque souche.

6.7. Analyses statistiques

Les résultats obtenus sont statistiguement analysés en utilisant le test t de Student
pour comparer entre deux échantillons appariés. Un test statistique permettant
d’étudier I’influence d’un facteur donnée sur un caractére a étudier dans un ensemble

donné.
()12 dil
v SCE/n(n—1)

t =

Les résultats obtenus sont confirmés par une analyse (Two way ANOVA) en
utilisant le logiciel Graph Pad Prism version 6.
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Inoculum bactérien (10 pl/puits).
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Milieu N-Fb a différentes concentrations
en NaCl (200 pl/puits)

Milieu N-Fb avec ou SjLS (250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600,650 mM NaCl)
« une concentratio en NaCl par colonne de la microplaque » 200pul/puits.

v

Pour chaque souche, le test est réalisé sur 3 microplaques, [milieu N-Fb en
absence d’osmoprotecteurs, N-Fb en présence de GB (1 mM), N-Fb en
présence d’extrait hydro-alcoolique d’U. lactuca (1%).

v

30°C pendant 3 jours.

Les microplaques sont incubées a

|

Figure. 4 : Halotolérance des quatre souches en présence ou en absence de la GB [1mM] et

Détermination de la croissance bactérienne par
mesure de la D.O600nm

de I’extrait hydro-alcoolique d’U. lactuca [1%].
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7. Germination des graines de blé

Afin de déterminer ’effet des souches étudiées, de la glycine bétaine (GB) et de
I’extrait hydro-alcoolique d’U. lactuca (UL) sur la germination des graines du blé dur
sous stress salin, les graines sont sélectionnées rigoureusement en fonction de leur

morphologie, leur taille et leur état.

7.1. Stérilisation des graines
Les graines sont stérilisées selon la méthode de Gotzet al. (2006) en trois étapes :
1. Les graines sont d’abord trempées dans de 1’éthanol (70%/1min) sous

agitation douce.

2. Elles sont ensuite remises dans une solution d’hypochlorite de sodium (eau de
Javel) a 12% /15 mn.
3. Enfin, elles ont subi six lavages successifs a 1’eau distillée stérile pour se

débarrasser du chlore.

7.2. Protocole experimental (Ramados et al., 2013)

Des disques en papier filtre standard d’un diamétre égal a celui des boites de Pétri
sont stérilisés au four Pasteur a 180°C pendant 15 minute puis placés dans des boites
de Pétri de 9 cm de diametre (02 papier filtre/boite).

Dans chaque boite de Pétri, le papier filtre est imbibé avec des solutions a différentes
concentrations en NaCl (5ml/boite). Ces solutions sont additionnées, ou non, de GB et
d’extrait hydro-alcoolique d’U. lactuca a une concertation finale de 1 mM et 1%,
respectivement. Des boites imbibées uniquement avec de I’eau distillée stérile (0 mM)
sont utilisées comme témoin négatif. Des boites imbibées uniquement avec des
solutions saline (100, 200, 300 mM) sont utilisées comme témoin positif.

L’étude de la germination est divisée en cinq expériences réalisées en méme temps et
dans les mémes conditions de température, d’humidité et d’obscurité. Chacune des
cing expériences est divisee en trois sous-expériences.

Premiére expérience réalisée en absence de souches bactériennes, EXP (1) :

Premiére sous-expérience réalisée en absence d’osmoprotecteurs, SOUS EXP (1).
Deuxieme sous expérience en presence de GB [1 mM], SOUS EXP (2).

Troisiéme sous expérience en présence de I’extrait d’UL [107%], SOUS EXP (3).
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Chaque sous-expérience est réalisée avec quatre tests
Premier test (T1) : réalisé a 0 mM NacCl

Deuxieme test (T2) : réalisé a 100 mM NacCl
Troisieme test (T3) : réalisé a 200 mM NacCl
Quatrieme test (T4) : réalisé a 300 mM NacCl

Les quatre tests sont réalisés en Triplicata (A, B et C) : 3 x (12 graines/boite).
Les quatre expériences EXP (I1). EXP (111). EXP (1V) et EXP (V) constituent des
répeétitions de la premiere expérience mais en présence des quatre souches BEAA4,

BEC9, BOA4 et SEB9, respectivement (Voir inoculation des graines).

7.3. Inoculation des graines

Aprés stérilisation des graines, elles sont imbibées dans des suspensions
bactériennes lavées des quatre souches étudiées (30 minutes de contact entre la
bactérie et les graines).

Cette expérience est réalisée a 1’obscurité. Le suivi de la germination est effectué
durant 12 jours en dénombrant les graines germées dans chaque boite (une
lecture/2jours). Une graine est considérée comme germée apres la sortie de I’embryon
de la cuticule (3 mm de longueur au minimum). A la fin de I’expérience, le

pourcentage de germination dans chaque boite est déterminé.
7.4. Analyse statistique :

Les résultats sont analysés par groupe en utilisant le test (Two way ANOVA) sur le

logiciel Graph Pad Prism version 6.
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Les souches BEA4, BEC9, BOA4 et SEB9, sur lesquelles le travail a été réalisé, ont
été sélectionnées sur la base de leur capacité a synthétiser des métabolites d’intérét
agricole: enzymes hydrolytiques, Acide Indole Acétique (AIlA), Sidérophores,
solubilisation de phosphate et activité antifongique.

Les quatre souches produisent des quantités importantes d’enzymes hydrolytiques
(cellulase, chitinase, amylase, lipase, protéase et estérase) pouvant jouer un role tres
important dans le recyclage de la matiére organique dans le sol (Carrim et al., 2006 ;
Shonkor et Ajit, 2011). Elles produisent la phytohormone AIA, connue pour son role non
négligeable dans la stimulation de la croissance des plantes (Ahmad et al., 2005).
L’ensemble des souches produisent également des sidérophores et solubilisent le phosphate
tricalcique [Cag(PO,),], deux parameétres importants dans I’amélioration du rendement des
cultures agricoles (Jacques et al., 1993 ; Ramos Solano et al., 2008 ; Keneni et al.,
2010). La souche SEB9 semble avoir une activité antifongique sur une large gamme de
champignons considérés comme phytopathogénes, y compris Botrytis cinerea, Aspergillus
niger, Mucor sp.et d’autres. Sur la base de ces résultats obtenus, les quatre sont
sélectionnées pour étre utilisées comme biofertilisants promouvant la croissance des

plantes et substituant les fertilisants chimiques.

1. Vérification dela pureté des souches

Il est anoter que les quatre souches ont été isolées pour la premiére fois sur le milieu
Jensen, elles sont donc considérées comme des bactéries Diazotrophes (fixatrices d’azote).
Repiquées sur le milieu LB, les colonies des quatre souches sont de formes arrondies,
légérement bombés et de couleurs variables (BEA4 : orange, BEC9 : jaunatre, BOA4 :
blanchétre, SEB9 : transparente). Contrairement a c¢a, les colonies perdent leurs formes et
leurs couleurs une fois repiquées sur le milieu N-free Jensen. Elles deviennent de couleur
blanchétre, plus muqueuses et poussent en nappes en prolongeant la durée d’incubation. Il
semble que ce changement de formes est lié a la production d’une quantité
considérablement accrue d’exopolysaccharides servant a la protection de la nitrogénase
(enzyme assurant la fixation d’azote). Ces exopolysaccharides protegent également les
bactéries de la dessiccation par modification de leurs microenvironnements en se liant aux
cations sodium (Na'). Ces derniers sont e plus souvent impliqués dans les cas de stress
hydrique (Roberson et Firestone, 1992 ; Becker, 1998).
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Figure 6: Aspect, sur milieu LB, des  Figure7: Aspect, sur milieu Jensen, des
quatre souches (A : P. putida BEC9; B:  quatre souches (A: P. putida BEC9 ; B : F.
F.johnsoniae BEA4;C:A.Xylosoxidans johnsoniae BEA4; C : A. xylosoxidans
BOA4 ; D : A. chroococcum SEB9). BOA4 ; D: A. chroococcum SEB9).

Tableau (V) : Caractéres morpho-physi cochimiques des quatre souches sur milieu LB.

BEA4 BEC9 BOA4 SEB9
Aspect Arrondies Bombé Blanchétre Blanchétre
Aplaties Légéerement | Bombé muqueuse diffuse
Oranges- verdétre Aspect
dorées régulier
Enkystement - +
Forme Bacilles Pléomorphes
Mobilité +
Gram -
Catalase +
Oxydase +

Les criteres d’identification étudiés pour les quatre souches coincident avec les
données de lalittérature. Ainsi, les souches F. johnsoniae, P. putida, A. xylosoxidans sont
caractérisées par une forme bacillaire de taille qui varie d’une espece a I’autre (McBride,

2004 ; Brenner et al., 1923). Les cellules de la souche A. chroococcum prennent de
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multiples formes sur la méme lame (pléomorphe) avec présence de kystes (fig 8)
(Winogradsky, 1938 ; Dhanashekar, 2003 ; Kisten ,2006 ; Becking, 2006). Les espéces
appartenant aux genres Flavobacterium, Pseudomonas, Achromobacter et Azotobacter sont
des bactéries Gram négative (Duggan et al., 1996 ; Manfredi et al., 2000 ; Brener et al.,
1923). Auss, les quatre souches F. johnsoniae, P. putida, A. xylosoxidans et A.
chroococcum se sont révélées mobiles, avec une réaction positive a I’oxydase et au
catalase (Tchan, 1984 ; Duggan et al., 1996 ; McBride, 2004 ; Henry, 2011).

USRS Ty

-4 " ";:c
“

Figure 8: Aspect des souches aprés Coloration de Gram, des (A : F.
johnsoniae BEA4; B : P. putida BEC9; C: A. xylosoxidans BOA4 ; D : A.
chroococcum SEBO.

2. détermination du pH optimum

Ce test a eté realisé dans le but de minimiser, voir éliminer, I’effet du pH et son
interaction avec celui de la salinité lors de I’étude de I’halotolérance des souches (I’un des

objectifs principaux de ce travail).
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Figure 9: Dé&ermination du pH optimum de la croissance des quatre souches A :
F. johnsoniae BEA4; B : P. putida BEC9 ; C : A. xylosoxidans BOA4 ; D : A.
chroococcum SEBO (test réalisé en duplicata).

La souche BEA4, présente une meilleure croissance dansun pH |égerement alcalin
8,00. En deca et au-deld, on observe une diminution de la croissance. La souche BEC9 est
moins sensible aux variations de pH par rapport aux autres souches, elle croit le mieux aun
pH situé entre 6,5 et 7. Une meilleure croissance a été observée avec la soucheBOA4 aun
pH de 7,5. Apres cette valeur la croissance bactérienne diminue. Un pH neutre (7,00)
favorise le mieux la croissance de la souche SEBO. Il est a noter que cette derniere est la
plus sensible aux variations du pH.

La croissance des souches étudiées est meilleure sur une gamme de pH qui varie de
6,5 a 8 avec un optimum de pH au alant tourde 7,00. (Goodfellow et Williams, 1983)

ont montrées que la plupart des bactéries du sol préferent les sols neutres et |égerement
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alcalins ce qui est en corrélation avec nos résultats ainsi que les résultats obtenus lors de
I’étude des propriétés physicochimiques des échantillons du sol & partir desquels les

souches ont été isolées (Tableau V1).

Tableau (VI) : La comparaison entre les pH optimums de croissance et les pH
des échantillons des sols d’isolement.

Nom de I’échantillon Nomdelasouche pH de I’échantillon  pH optimum de croissance

BEA BEA4 7.16 8
BEC BEC9 7.29 7
BOA BOA4 7.60 7.5
SEB SEB9 7.41 7

Les souches F. johnsoniae (BEA4), P. putida (BEC9) et A. xylosoxidans (BOA4)
peuvent croitre sur une large gamme de pH alant de 6,5 a 9.Ces mémes valeurs ont été
constatées chez les mémes especes ou des espéces voisines dans plusieurs travaux
(McMahon et al., 2007 ; CHAVEZ-PARGA et al., 2012; Belad et El-Nady, 2013;
SREEDEVI et al.,2013). Par contre, la souche A. chroococcum (SEB9) est sensible aux
variations du pH. Sa croissance maximale est enregistré aun pH de 7 et diminue rapidement
au-dela et en dega de cette valeur. D’aprés notre étude la souche Azotobacter chroococcum
(SEB9) croit sur une gamme de pH trés étroite ce qui est confirmeé avec des souches de
cette méme espece dans des travaux réalisés par (Lees et Postgate, 1973 ; Hine et Lees,
1976 ; Pozo et al., 2002 ; Kisten et al., 2006) qui ont prouvés que le PH des milieux de
culture destinés a des souches d’A. Chroococcum doit étre situés entre 7et7,5.

3. Etudes de I’halotolérance des souches

La croissance, exprimée en DO, des quatre souches sur le milieu minimum (N-Fb) en
présence de déférentes concentrations en NaCl (0, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600,
650mM), de la GB [ImM] ou de I’extrait hydro-alcoolique d’Ulva lactuca (1%) est
exprimee dans les figures 10.
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2.0+

1.5

1.0 & =

A 600 nm

0.5

0.0-

B Témoin L) Glycine bétaine Ulva lactuca
Figure. 10: croissance maximae obtenue sur le milieu N-Fb sous différentes
concentration en NaCl. Test réaisé en présence de glycine bétaine [1 mM/L] et de
I’extrait hydro-alcoolique d’U. lactuca [1%)]. A : F. johnsoniae BEA4; B: P. putida
BEC9; C : A. xylosoxidans BOA4; D : A. chroococcum SEB9 (test réaise en
duplicata, un témoin en absence d’osmoprotecteur et réalisé).

En absence d’osmoprotecteurs, la souche F. johnsoniae-BEAA4 tolére jusqu'a 400 mM
de NaCl avec un optimum de croissance a 250 mM. A partir de cette concentration, sa
croissance diminue graduellement. A 450 mM aucune croissance n’a été enregistrée.
L’addition de la glycine bétaine au milieu a amélioré la croissance par rapport au témoin et
permet a la bactérie de croitre jusqu’a 500 mM de sel, La croissance bactérienne est
restaurée en présence d’extraits hydro-alcooliques d’algue a 600 mM. Aucune croissance
n’a été enregistrée a 650 mM de sdl (figure 10 ; A).

La souche P. putida-BEC9 est capable de croitre jusqu’a 350 mM. Au-dela de cette
concentration sa croissance diminue. L’ajout des deux osmoprotecteurs GB et L’extrait
hydro-alcoolique de Ulva lactuca ont permet la restauration de sa croissance jusqu’a 450
mM, notant que la GB est bien meilleur que (UL) a cette concentration en sel. A la

concentration 500 mM, aucune croissance n’a été notée (figure 10 ; B).

Concernant la souche A. xylosoxidans-BOA4 e, elle tolére jusqu’a 350 mM.la GB et
I’extrait d’algue ont amélioré sacroissance dans les concentrations (250, 300, 350 et 400)

mM. Mais I’action stimulatrice exercée par Ulva lactuca a été plus remarquable. A
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(450mM) I’extrait de UL a permet sa restauration. Au-dela de cette concentration la
croissance est inhibée méme en présences des deux osmoprotecteurs (figure 10 ; C).

La souche A chroococcum-SEB9 conserve une bonne capacité de croissance jusqu’a
450mM/NaCl., Une amédlioration de sa croissance est observée en présence de la GB et
d’extrait de Ulva lactuca dans les concentrations (0, 250, 300, 350, 400 et 450). L’effet de
I’extrait a été meilleur que celui de la GB. Au-dela de 450 mM de sel, aucune croissance

n’a été constatée (figure 10 ; D).

» Analyse statistique:

Pour mettre en évidence la significativité des résultats de la croissance des souches
obtenus, avec ou sans osmoprotecteurs, le test t de Student pour la comparaison entre deux
échantillons appariés a été utilise.

()1 Z1dil
J/SCE/n(n—1)

n: hombre de mesure pour chague série.
d: Lavariation du paramétre entre les deux mesures.

SCE : Lasomme des carres des écarts SCE=) (d - dmoy) 2,

Cette valeur t calculée est a comparer avec celle de la table de Student : (ddl =n-
1=9; le risque a = 5%). La différence est significative entre les deux séries de valeur si la

valeur t calculée est supérieure acelle de latable (pour les autres calculs, voir annexe 1).

Le co(t relativement élevé des osmoprotecteurs synthétiques tel que la glycine
bétaine constitue un obstacle majeur empéchant leur utilisation dans la formulation des
engrais pour maintenir le bon rendement agricole et la stabilité des populations
microbiennes sur des sols affectés par un stress salin. Cet obstacle oblige les chercheurs a
penser a une valorisation de certaines ressources naturels susceptibles de fournir une
source d’osmoprotection, mais aussi, d’enrichissement de ce type de sol.

Selon (Larsen et al., 1987 et Kushner, 1993), les bactéries résistant a une
concentration située entre (200-1200 Mm) sont considérées comme étant des halophiles
faibles. L’étude de I’effet de la salinité sur les quatre souches a fait ressortir une
osmotolérance comprise dans les limites de I’intervalle précédemment cité. Cela signifie
que les souches étudiées sont modérement halotolérantes, a I’exception de la souche BEA4

considérée comme faiblement halophile optimum de croissance a 250 mM. Cependant,
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leur croissance est considérablement améliorée par I’ajout d’osmoprotecteurs naturels ou
synthétiques.

Les rhizobactéries halotolérantes peuvent développer des mécanismes moléculaires
intrinséques pour survivre et croitre en vertu de I’augmentation de la salinité (Tripathi et
al., 2002). Les bactéries appartenant aux genres Pseudomonas, Flavobacterium, Bacillus,
Azotobacter, Azospirillum et Achromobacter. Sont parmi les PGPR les plus dominantes
dansles sols salins (Ahmad et al., 2005 ; Sreedevi et al.,2013).

L’amélioration et la restauration de la croissance des quatre souches par I’apport de
la Glycine bétaine et de I’extrait hydro-alcoolique est remarquable. L’osmoprotection par
la Glycine bétaine est meilleure avec la souche P. putida. (Le Rudulier et al., 1983 ;
Hartmann et al.,1991 ; D’Souza-Ault et al., 1993 ; Ghoul et al., 1995 ; Nabti et al., 2007)
ont prouvé que la glycine bétaine est un osmoprotecteur tres efficace chez cette espéce
ainsi que d’autres especes appartenant aux genres Rhizobium, Azospirillum et E. coli.
Outre son rdle dans I’osmoprotection, la GB pourrait également améiorer la croissance
dessouches de Pseudomonas a faible osmolarité, en servant comme source de carbone et
d’azote (Diab et al., 2006).

L’extrait hydro-alcooliques de I’algue marine Ulva lactuca (UL) apporte une
meilleure osmoprotection par rapport a la glycine bétaine (GB) chez les souches F.
johnsoniae, A. xylosoxidans et A. chroococcum. (Ghoul et al., 1995) ont étudié la
composition de I’extraits de I’algue marine Ulva lactuca en molécules impliquées
directement ou indirectement dans l'osmoprotection (I'apport dazote aminé, de
composés-onium et de protéines). Les résultats obtenus ont montré que cet extrait est riche
en acides aminés, en bétaines, en sulfoniums tertiares y compris le

Diméthylsul phoniopropionate (DM SP) et en protéines.

L'augmentation de la teneur intracellulaire en acides aminés en fonction du stress
osmotique a été constatée chez plusieurs especes bactériennes (Britten et Mcclure,
1962 ; Brown et Stanley, 1972 ; Tempes et Coll., 1970 ; Makenmson et Hastings, 1979 ;
Hua et Coll., 1982) . Parmi ces acides aminés les plus étudiés la proline, le tréhalose et les
bétaines sont dominants chez une grande variété de plantes, de bactéries halophiles et
d’algues marines (Hanson et Scott, 1980 ; Robinson et Jones, 1986 ; Ghoul, 1995 ; McNeil
et al., 1999 ; Ashraf et Foolad, 2007).
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Le dimethylsulfoniopropionate (DMSP) est répandu dans les milieux marins (Da
Costa et al., 1998). Il est accumulé spécifiguement comme osmoprotecteur lors d'une
carence en azote dans le milieu (Ghoul, 1990; Ciula et al., 1997).Et 1l est généralement
admis qu'un osmoprotecteur doit étre accumulé durablement dans la cellule pour étre
efficace en alégeant le stress salin(Csonka et Hanson, 1991). Le DMSP fonctionne
comme un osmoprotecteur exogene chez de nombreuses espéces bactériennes dont E. coli,
B. subtilis;, Salmonella  thyphimurium,  Snorhizobium  meliloti,Azospirillum
brasilense(Ghoul et al., 1990; Galinski, 1995 ; Pichereau et al., 1998 ; Nabti et al., 2007).
4. Résultats dela germination

Les résultats discutés ci-dessous sont obtenus apres 12 jours d’incubation des graines
a température ambiante du laboratoire et a I’obscurité. Le pourcentage final de germination
est déterminé sur trois répétitions et a partir d’un total de 12 graines par répétition.

P, = (N; x 100) / 12.

P, : pourcentage final de germination dans chaque boite.

N; : nombre de graine germeé dans la méme boite.

L e pourcentage final de germination (Pr)de chaque essai est donc :

P=S P/3.

4.1. Effet dela salinité sur la ger mination de blé dur

Selon les résultats obtenus, La salinité a un effet significativement important sur la
germination des graines de blé dur. Cela se manifeste par la diminution graduelle de
taux de germination avec I’augmentation de la concentration en NaCl dans le milieu par
rapport au témoin. En absence de sel dans le milieu, le taux de germination a été de
80,56%. A la plus forte concentration en NaCl, 300mM, le taux de germination est
fortement réduit atteignant 2,75%. Concernant les concentrations (100 et 200) mM,
les pourcentages ont été de 36,1% et 30,53 respectivement.

4.2. Effet de I’inoculation bactérienne sur la germination deblé

En absence de la NaCl dans le milieu, I’inoculation des graines de blé par les
souches BEA4, BEC9, BOA4 et SEB9 a légerement réduit taux de germination
(différence statistiquement non significative). A titre d’exemple, la souche BOA4 a
réduit le taux de germination de 80,56% a 63,9%.

En présence des deférentes concentrations en NaCl, I’inoculation des graines avec

les souches a amélioré significativement le taux germination en comparaison avec le
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témoin. A 100 et 200 mM, le taux de germination observé en présence de la souche
Azotobacter chroococcum (SEB9) aéé meilleur que celui observé en présence des autres
souches. A 300 mM, I’amélioration du taux de germination a été hautement significative
pour la souche Achromobacter xylosoxidans (BOA4), sachant que le taux de germination
de 2,75% aé&éamédioré jusgu'a 50%.

4.3. Effetsdela GB et d’UL sur lagermination desgrainesdeblé

En absence de stress salin, I’addition de L’extrait hydro-alcoolique d’Ulva lactuca
dans le milieu n’a pas d’effet sur le taux de germination, contrairement a la glycine
bétaine qui a Iégerement réduit le taux de germination. Sous stress salin, I’ajout de
I’osmoprotecteur GB ou de I’extrait d’Ulva lactuca a amélioré significativement le taux
de germination. En absence de la GB et de I’extrait d’Ulva lactuca, le taux de
germination a éé de (36,1 ; 30.53 et 2,75)% pour les concentrations (100, 200 et 300)
mM respectivement. Cependant I’ajout des deux osmoprotecteurs séparément dans le
milieu a permet d’améliorer significativement le taux germination par rapport au
témoin. A 100 et 200 mM, [I’extrait de I’algue et la GB ont, statistiquement, le méme
effet sur le taux de germination (63,9 et 47,23% respectivement). Pour la concentration
300 mM I’effet de I’extrait a été bien meilleur que celui de la GB (30,23 et 22,23%).

4.4. Effet des souches, de GB et d’UL sur la germination de blé

En absence de sel (0 mM), I’inoculation des graines avec BEA4 en présence de la
GB a amélioré le taux de germination. Mais I’ajout de I’extrait n’a donné aucun effet.
En revanche, I’inoculation des graines avec les autres souches en présence de la GB ou

de I’extrait n’a aucun effet sur le taux de germination.

Sous stress sdin, I’addition de la GB ou de I’extrait d’U. lactuca aux graines
inoculées a amélioré significativement le taux de germination par rapport au témoin.
Pour la souche BEA4, a 100 mM, I’osmoprotection fournée par la GB et meilleure que
celle d’U. lactuca. Cependant, avec les concentrations (200 et 300) mM, I’extrait a
mieux amélioré le pourcentage fina de germination. La GB est un osmoprotecteur
efficace pour la souche BECY, ce dernier était non significativement plus efficace que

I’extrait de I’algue.

Concernant les graines inoculées avec les souches BOA4 et SEB9, I’addition de

I’extrait hydro-alcoolique d’Ulva lactuca dans le milieu a concentrations 100 et 200

34



Chapitre I11 Résultats et discussion.

mM a amélioré le pourcentage de germination mieux que I’ajout de la GB. A 300 mM,
les deux osmoprotecteurs ont donné le méme effet pourBOA4. Pour la souche SEB9, la

GB a amélioré le taux de germination mieux que I’extrait hydro-alcoolique d’Ulva

lactuca.
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Figure 11: Pourcentage finale de germination des graines en présence de I’NaCl (100, 200, 300) et en présence de
Glycine bétaine(GB) [1mM] et d’extrait hydro-alcoolique d’Ulva lactuca (UL) [1%]. Les graines sont inoculées, ou non,
avec les souches F. Johnsoniae (BEA4), P putida (BEC9), A. xylosoxidans (BOA4) et A. chroococcum (SEB9). Des
témoins en absence de sel sont présentés. Les bars constituent I’écart type (£ET).
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L’exces en NaCl dans le milieu réduit la disponibilité de I’eau chez la plante
aboutissant aune déshydratation du cytoplasme qui affecte le métabolisme des cellules
et la fonction des macromolécules et par conséquence, la croissance des plantes (Le
Rudulier, 2005; Taffouo et al., 2009).

Les PGPR sont capables d’exercer un effet bénéfique sur la croissance de la plante
par augmentation du taux cumulé de la germination (Glick et al., 1998). L utilisation de
ces derniers comme inoculant des graines de blé dans les sols touchés par la sainité

améliore la hauteur des plantes, lalangueur des racines et e rendement des graines.

L es souches bactériennes étudiées dans le cadre de ce travail semblent avoir un effet
bénéfique sur la germination des graines de blé. De ce point de vu, elles peuvent étre
considérées comme PGPR. Leur capacité a produire certains métabolites tel que I’acide
indole-3-acétique (AlA), une phytohormone jouant un réle important dans promotion de la
germination des graines, peut étre a I’origine de ce pouvoir (Whipps, 1990 ; Falik et al.,
1994 ; Ahmad et al, 2005).

Les quatre souches peuvent aussi solubilisé les formes insolubles de phosphate
inorganique assurant  I’alimentation minérale de la plante en phosphate (Kuceyet al.,
1989 ; Pradhan et Sukla, 2005 ; Sharma et al., 2007). Elles peuvent également produire des
sidérophores améliorant I’alimentation des graines en fer. Leur croissance dans le milieu
améliore la disponibilité des métaux rhizosphériques ayant une faible disponibilité pour les
plantes tels que le Zinc et le Plomb (Dimkpa et al., 2009).

(Ahmad et al., 2008) ont prouvés que I’expression bactérienne des métabolites
influencant la croissance des plantes tel que I’lAA, les sidérophores et les phosphatases est

influencé par lasalinité ce qui influence par conséquence la croissance de la plante.

Sur la base des résultats obtenus avec les tests de germination, les souches BEA4,
BEC9, BOA4 et SEB9 améliorent la germination des graines de blé dur a salinité élevée.
Cesrésultats ont été confirmé par de nombreux travaux : Azotobacter (Elshanshoury, 1995 ;
Pati et al., 1995; Jarak et al., 1977 ; Shaukat et al., 2006), Azotobacter chroococcum
(Jarak et al., 2006), Pseudomonas (Zaidi, 2003), Pseudomonas putida (Kaymak et al.,
2009), Flavobacterium sp (Rathi et al., 2014) et Achromobacter xylosoxidans (Tam et
Diep, 2014). Sont des exemples pertinents dans I’amélioration de la germination et la
croissance végétale du blé, de mais et d’orge. L’inoculation des graines de blé dur par
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Azotobacter chroococcum augmente significativement les paramétres de croissance
(hauteur de la plante, longueur des racines et poidsfrais et secs racinaires et foliaires)
sous stress salin. Ces résultats sont rapportés par de nombreux auteurs qui ont trouvé que
I'inoculation des graines par une souche appartenant au genre Azotobacter augmente le
pourcentage de germination de graines de blé d’environ 58,6 %(Krieg et Holt, 1984 ; El-
Shansboury, 1995; Nadeem et al., 2006. Shaukat et al., 2006).

Selon Borojevic et al.,(1980), I’application de la GB améliore la croissance et le
rendement du blé sous stress salin. |l a un effet bénéfique sur la germination des graines et
la croissance des plantes sous stress salin.  Cette osmoprotecteur participe au maintien de
la pression de turgescence en augmentant le volume cellulaire et stabilise la structure et la
fonction des protéines en améliorant son état d”hydratation (D’Souza-Ault et al.,1999).

Selon Nelson (2004), il est bien évident que le rendement des céréales dépend de la
fertilité du sol et sa richesse en Potassium (P), en azote (N) et en matiére organique. Des
études ont montrés que I’extrait d’U. Lactuca favorise la croissance des graines de blé et
que sa décomposition améliore la fertilité des sols pauvre par I’apport d’éléments nutritifs
telsque le P le N et la matiére organique (Alvey et al., 2003 ; Nedzarek et Suszczewski,
2004).

Selon les travaux de (Ghoul et al., 1995; Summers et al., 1988 ; Ibrahim et al.,
2014), la capacité de I’extrait d’Ulva lactuca a améliorer le taux de germination des graines
sous stress salin revient a sa composition en divers bétaines, en DM SP et en acides aminés

telsque laproline et lacholine.
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Les souches BEA4, BEC9, BOA4 et SEB9, sur lesquelles le travail a été réalisé, ont
été sélectionnées sur la base de leur capacité a synthétiser des métabolites d’intérét
agricole : enzymes hydrolytiques, Acide Indole Acétique (AlA), Sidérophores,

solubilisation de phosphate et activité antifongique.

Les quatre souches produisent des quantités importantes d’enzymes hydrolytiques
(cellulase, chitinase, amylase, lipase, protéase et estérase) pouvant jouer un réle trés
important dans le recyclage de la matiere organique dans le sol (Carrim et al., 2006 ;
Shonkor et Ajit, 2011). Elles produisent la phytohormone AIA, connue pour son role non
négligeable dans la stimulation de la croissance des plantes (Ahmad et al., 2005).
L’ensemble des souches produisent également des sidérophores et solubilisent le phosphate
tricalcique [Caz(POa).], deux paramétres importants dans I’amélioration du rendement des
cultures agricoles (Jacques et al., 1993 ; Ramos Solano et al., 2008 ; Keneni et al.,
2010). La souche SEB9 semble avoir une activité antifongique sur une large gamme de
champignons considérés comme phytopathogénes, y compris Botrytis cinerea, Aspergillus
niger, Mucor sp.et d’autres. Sur la base de ces résultats obtenus, les quatre sont
sélectionnées pour étre utilisées comme biofertilisants promouvant la croissance des

plantes et substituant les fertilisants chimiques.

1. Vérification de la pureté des souches

Il est & noter que les quatre souches ont été isolées pour la premiére fois sur le milieu
Jensen, elles sont donc considérées comme des bactéries Diazotrophes (fixatrices d’azote).
Repiquées sur le milieu LB, les colonies des quatre souches sont de formes arrondies,
légerement bombés et de couleurs variables (BEA4 : orange, BEC9 : jaunatre, BOA4 :
blanchéatre, SEB9 : transparente). Contrairement a ¢a, les colonies perdent leurs formes et
leurs couleurs une fois repiquées sur le milieu N-free Jensen. Elles deviennent de couleur
blanchétre, plus muqueuses et poussent en nappes en prolongeant la durée d’incubation. Il
semble que ce changement de formes est 1li¢é a la production d’une quantité
considérablement accrue d’exopolysaccharides servant a la protection de la nitrogénase
(enzyme assurant la fixation d’azote). Ces exopolysaccharides protégent également les
bactéries de la dessiccation par modification de leurs microenvironnements en se liant aux
cations sodium (Na®). Ces derniers sont le plus souvent impliqués dans les cas de stress
hydrique (Roberson et Firestone, 1992 ; Becker, 1998).
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Figure 6: Aspect, sur milieu LB, des Figure 7: Aspect, sur milieu Jensen, des
quatre souches (A : P. putida BEC9 ; B:  quatre souches (A: P. putida BEC9 ;B : F.
F.johnsoniae BEA4;C:A Xylosoxidans johnsoniae BEA4; C : A. xylosoxidans
BOA4 ; D : A. chroococcum SEB9). BOA4 ; D: A. chroococcum SEB9).

Tableau (V) : Caractéres morpho-physicochimiques des quatre souches sur milieu LB.

BEA4 BEC9 BOA4 SEB9
Aspect Arrondies Bombé Blanchatre Blanchatre
Aplaties Légerement | Bombé mugqueuse diffuse
Oranges- verdatre Aspect
dorées régulier
Enkystement - +
Forme Bacilles Pléomorphes
Mobilité +
Gram -
Catalase +
Oxydase +

Les criteres d’identification étudiés pour les quatre souches coincident avec les
données de la littérature. Ainsi, les souches F. johnsoniae, P. putida, A. xylosoxidans sont
caractérisées par une forme bacillaire de taille qui varie d’une espéce a 1’autre (McBride,

2004 ; Brenner et al., 1923). Les cellules de la souche A. chroococcum prennent de
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multiples formes sur la méme lame (pléomorphe) avec présence de kystes (fig 8)
(Winogradsky, 1938 ; Dhanashekar, 2003 ; Kisten ,2006 ; Becking, 2006). Les especes
appartenant aux genres Flavobacterium, Pseudomonas, Achromobacter et Azotobacter sont
des bactéries Gram négative (Duggan et al., 1996 ; Manfredi et al., 2000 ; Brener et al.,
1923). Aussi, les quatre souches F. johnsoniae, P. putida, A. xylosoxidans et A.
chroococcum se sont révélées mobiles, avec une réaction positive a 1’oxydase et au
catalase (Tchan, 1984 ; Duggan et al., 1996 ; McBride, 2004 ; Henry, 2011).

M A ’
{'d ‘24'} '{\ :
3.3

J‘V}

Figure 8: Aspect des souches aprés Coloration de Gram, des (A : F.
johnsoniae BEA4; B : P. putida BEC9; C: A. xylosoxidans BOA4 ; D : A.
chroococcum SEB9.

2. détermination du pH optimum

Ce test a été réalis¢ dans le but de minimiser, voir éliminer, ’effet du pH et son
interaction avec celui de la salinité lors de 1’étude de 1’halotolérance des souches (I’un des

objectifs principaux de ce travail).
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Figure 9: Détermination du pH optimum de la croissance des quatre souches A :
F. johnsoniae BEA4; B : P. putida BEC9 ; C : A. xylosoxidans BOA4 ; D : A.

chroococcum SEBS (test realisé en duplicata).

La souche BEA4, présente une meilleure croissance dans un pH légerement alcalin

8,00. En deca et au-dela, on observe une diminution de la croissance. La souche BEC9 est

moins sensible aux variations de pH par rapport aux autres souches, elle croit le mieux a un

pH situé entre 6,5 et 7. Une meilleure croissance a été observée avec la soucheBOA4 a un

pH de 7,5. Aprés cette valeur la croissance bactérienne diminue. Un pH neutre (7,00)

favorise le mieux la croissance de la souche SEB9. Il est a noter que cette derniére est la

plus sensible aux variations du pH.

La croissance des souches étudiées est meilleure sur une gamme de pH qui varie de

6,5 a 8 avec un optimum de pH au allant tourde 7,00. (Goodfellow et Williams, 1983)

ont montrées que la plupart des bactéries du sol préferent les sols neutres et légérement
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alcalins ce qui est en corrélation avec nos résultats ainsi que les résultats obtenus lors de
I’étude des propriétés physicochimiques des échantillons du sol a partir desquels les

souches ont été isolées (Tableau VI).

Tableau (V1) : La comparaison entre les pH optimums de croissance et les pH

des échantillons des sols d’isolement.

Nom de I’échantillon  Nom de la souche  pH de I’échantillon ~ pH optimum de croissance

BEA BEA4 7.16 8
BEC BEC9 7.29 7
BOA BOA4 7.60 7.5
SEB SEB9 7.41 7

Les souches F. johnsoniae (BEA4), P. putida (BEC9) et A. xylosoxidans (BOA4)
peuvent croitre sur une large gamme de pH allant de 6,5 & 9.Ces mémes valeurs ont été
constatées chez les mémes espéces ou des especes voisines dans plusieurs travaux
(McMahon et al., 2007 ; CHAVEZ-PARGA et al., 2012 ; Belal et El-Nady, 2013 ;
SREEDEVI et al.,2013). Par contre, la souche A. chroococcum (SEB9) est sensible aux
variations du pH. Sa croissance maximale est enregistré a un pH de 7 et diminue rapidement
au-dela et en deca de cette valeur. D’apres notre étude la souche Azotobacter chroococcum
(SEB9) croit sur une gamme de pH tres étroite ce qui est confirmé avec des souches de
cette méme espéce dans des travaux réalisés par (Lees et Postgate, 1973 ; Hine et Lees,
1976 ; Pozo et al., 2002 ; Kisten et al., 2006) qui ont prouvés que le PH des milieux de

culture destinés a des souches d’A. Chroococcum doit étre situés entre 7et7,5.

3. Etudes de I’halotolérance des souches

La croissance, exprimée en DO, des quatre souches sur le milieu minimum (N-Fb) en
présence de déférentes concentrations en NaCl (0, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600,
650mM), de la GB [ImM] ou de I’extrait hydro-alcoolique d’Ulva lactuca (1%) est
exprimée dans les figures 10.
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Figure. 10: croissance maximale obtenue sur le milieu N-Fb sous différentes
concentration en NaCl. Test réalisé en présence de glycine bétaine [L mM/L] et de
I’extrait hydro-alcoolique d’U. lactuca [1%]. A : F. johnsoniae BEA4; B: P. putida
BEC9; C : A. xylosoxidans BOA4; D : A. chroococcum SEB9 (test réalisé en
duplicata, un témoin en absence d’osmoprotecteur et réalisé).

En absence d’osmoprotecteurs, la souche F. johnsoniae-BEA4 tolere jusqu'a 400 mM
de NaCl avec un optimum de croissance a 250 mM. A partir de cette concentration, sa
croissance diminue graduellement. A 450 mM aucune croissance n’a été enregistrée.
L’addition de la glycine bétaine au milieu a amélioré la croissance par rapport au témoin et
permet a la bactérie de croitre jusqu’a 500 mM de sel, La croissance bactérienne est
restaurée en présence d’extraits hydro-alcooliques d’algue a 600 mM. Aucune croissance
n’a été enregistrée a 650 mM de sel (figure 10 ; A).

La souche P. putida-BEC9 est capable de croitre jusqu’a 350 mM. Au-dela de cette
concentration sa croissance diminue. L’ajout des deux osmoprotecteurs GB et L’extrait
hydro-alcoolique de Ulva lactuca ont permet la restauration de sa croissance jusqu’a 450
mM, notant que la GB est bien meilleur que (UL) a cette concentration en sel. A la

concentration 500 mM, aucune croissance n’a été notée (figure 10 ; B).

Concernant la souche A. xylosoxidans-BOA4 est, elle tolere jusqu’a 350 mM.la GB et
I’extrait d’algue ont amélioré sa croissance dans les concentrations (250, 300, 350 et 400)

mM. Mais ’action stimulatrice exercée par Ulva lactuca a été plus remarquable. A
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(450mM) I’extrait de UL a permet sa restauration. Au-dela de cette concentration la

croissance est inhibée méme en présences des deux osmoprotecteurs (figure 10 ; C).

La souche A chroococcum-SEB9 conserve une bonne capacité de croissance jusqu’a
450mM/NaCl., Une amélioration de sa croissance est observée en présence de la GB et
d’extrait de Ulva lactuca dans les concentrations (0, 250, 300, 350, 400 et 450). L’effet de
I’extrait a été meilleur que celui de la GB. Au-dela de 450 mM de sel, aucune croissance

n’a été constatée (figure 10 ; D).

» Analyse statistique :

Pour mettre en évidence la significativité des résultats de la croissance des souches
obtenus, avec ou sans osmoprotecteurs, le test t de Student pour la comparaison entre deux
échantillons appariés a été utilisé.

(2) 12 dil
JSCE/n(n— D

n: nombre de mesure pour chaque série.
d : La variation du parametre entre les deux mesures.
SCE : La somme des carrés des écarts SCE=Y (d - dmoy) 2.

Cette valeur t calculée est a comparer avec celle de la table de Student : (ddl =n-
1=9 ; le risque a = 5%). La différence est significative entre les deux séries de valeur si la

valeur t calculée est supérieure a celle de la table (pour les autres calculs, voir annexe 1).

Le codt relativement élevé des osmoprotecteurs synthétiques tel que la glycine
bétaine constitue un obstacle majeur empéchant leur utilisation dans la formulation des
engrais pour maintenir le bon rendement agricole et la stabilit¢ des populations
microbiennes sur des sols affectés par un stress salin. Cet obstacle oblige les chercheurs a
penser a une valorisation de certaines ressources naturels susceptibles de fournir une
source d’osmoprotection, mais aussi, d’enrichissement de ce type de sol.

Selon (Larsen et al.,, 1987 et Kushner, 1993), les bactéries résistant a une
concentration située entre (200-1200 Mm) sont considérées comme étant des halophiles
faibles. L’étude de I’effet de la salinité sur les quatre souches a fait ressortir une
osmotolérance comprise dans les limites de I’intervalle précédemment cité. Cela signifie
que les souches étudiées sont modérément halotolérantes, a 1’exception de la souche BEA4

considérée comme faiblement halophile optimum de croissance a 250 mM. Cependant,
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leur croissance est considérablement améliorée par 1’ajout d’osmoprotecteurs naturels ou
synthétiques.

Les rhizobactéries halotolérantes peuvent développer des mécanismes moléculaires
intrinséques pour survivre et croitre en vertu de 1’augmentation de la salinité (Tripathi et
al., 2002). Les bactéries appartenant aux genres Pseudomonas, Flavobacterium, Bacillus,
Azotobacter, Azospirillum et Achromobacter. Sont parmi les PGPR les plus dominantes
dans les sols salins (Ahmad et al., 2005 ; Sreedevi et al.,2013).

L’amélioration et la restauration de la croissance des quatre souches par I’apport de
la Glycine bétaine et de I’extrait hydro-alcoolique est remarquable. L’osmoprotection par
la Glycine bétaine est meilleure avec la souche P. putida. (Le Rudulier et al., 1983 ;
Hartmann et al.,1991 ; D’Souza-Ault et al., 1993 ; Ghoul et al., 1995 ; Nabti et al., 2007)
ont prouvé que la glycine bétaine est un osmoprotecteur tres efficace chez cette espece
ainsi que d’autres espéces appartenant aux genres Rhizobium, Azospirillum et E. coli.
Outre son role dans 1’osmoprotection, la GB pourrait également améliorer la croissance
dessouches de Pseudomonas a faible osmolarité, en servant comme source de carbone et
d’azote (Diab et al., 2006).

L’extrait hydro-alcooliques de I’algue marine Ulva lactuca (UL) apporte une
meilleure osmoprotection par rapport a la glycine bétaine (GB) chez les souches F.
johnsoniae, A. xylosoxidans et A. chroococcum. (Ghoul et al., 1995) ont étudié la
composition de I’extraits de 1’algue marine Ulva lactuca en molécules impliquées
directement ou indirectement dans l'osmoprotection (I'apport dazote amingé, de
composés-onium et de protéines). Les résultats obtenus ont montré que cet extrait est riche
en acides aminés, en beétaines, en sulfoniums tertiaires y compris le

Diméthylsulphoniopropionate (DMSP) et en protéines.

L'augmentation de la teneur intracellulaire en acides aminés en fonction du stress
osmotique a été constatée chez plusieurs espéces bactériennes (Britten et Mcclure,
1962 ; Brown et Stanley, 1972 ; Tempes et Coll., 1970 ; Makenmson et Hastings, 1979 ;
Hua et Coll., 1982) . Parmi ces acides aminés les plus étudiés la proline, le tréhalose et les
bétaines sont dominants chez une grande variété de plantes, de bactéries halophiles et
d’algues marines (Hanson et Scott, 1980 ; Robinson et Jones, 1986 ; Ghoul, 1995 ; McNeil
et al., 1999 ; Ashraf et Foolad, 2007).
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Le dimethylsulfoniopropionate (DMSP) est répandu dans les milieux marins (Da
Costa et al., 1998). Il est accumulé spécifiguement comme osmoprotecteur lors d'une
carence en azote dans le milieu (Ghoul, 1990; Ciula et al., 1997).Et Il est généralement
admis qu'un osmoprotecteur doit étre accumulé durablement dans la cellule pour étre
efficace en allégeant le stress salin(Csonka et Hanson, 1991). Le DMSP fonctionne
comme un osmoprotecteur exogéne chez de nombreuses especes bactériennes dont E. coli,
B.  subtilis,  Salmonella  thyphimurium,  Sinorhizobium  meliloti,Azospirillum
brasilense(Ghoul et al., 1990; Galinski, 1995 ; Pichereau et al., 1998 ; Nabti et al., 2007).
4. Résultats de la germination

Les résultats discutés ci-dessous sont obtenus apres 12 jours d’incubation des graines
a température ambiante du laboratoire et a 1’obscurité. Le pourcentage final de germination
est déterminé sur trois répétitions et a partir d’un total de 12 graines par répétition.

Pi = (Ni x 100) / 12.

Pi : pourcentage final de germination dans chaque boite.

Ni : nombre de graine germé dans la méme boite.

Le pourcentage final de germination (Pf)de chaque essai est donc :

Ps=> Pi/ 3.
4.1. Effet de la salinité sur la germination de blé dur

Selon les résultats obtenus, La salinité a un effet significativement important sur la
germination des graines de blé dur. Cela se manifeste par la diminution graduelle de
taux de germination avec I’augmentation de la concentration en NaCl dans le milieu par
rapport au témoin. En absence de sel dans le milieu, le taux de germination a été de
80,56%. A la plus forte concentration en NaCl, 300mM, le taux de germination est
fortement réduit atteignant 2,75%. Concernant les concentrations (100 et 200) mM,

les pourcentages ont été de 36,1% et 30,53 respectivement.
4.2. Effet de ’inoculation bactérienne sur la germination de blé

En absence de la NaCl dans le milieu, I’inoculation des graines de blé par les
souches BEA4, BEC9, BOA4 et SEB9 a légerement réduit taux de germination
(différence statistiquement non significative). A titre d’exemple, la souche BOA4 a

réduit le taux de germination de 80,56% a 63,9%.

En présence des déférentes concentrations en NaCl, I’inoculation des graines avec

les souches a amelioré significativement le taux germination en comparaison avec le

33



Chapitre 111 Résultats et discussion.

témoin. A 100 et 200 mM, le taux de germination observé en présence de la souche
Azotobacter chroococcum (SEB9) a été meilleur que celui observé en présence des autres
souches. A 300 mM, I’amélioration du taux de germination a été hautement significative
pour la souche Achromobacter xylosoxidans (BOA4), sachant que le taux de germination

de 2,75% a été amélioré jusqu'a 50%.
4.3. Effets de la GB et d’UL sur la germination des graines de blé

En absence de stress salin, ’addition de L’extrait hydro-alcoolique d’Ulva lactuca
dans le milieu n’a pas d’effet sur le taux de germination, contrairement a la glycine
bétaine qui a légérement réduit le taux de germination. Sous stress salin, 1’ajout de
I’osmoprotecteur GB ou de 1’extrait d’Ulva lactuca a amélioré significativement le taux
de germination. En absence de la GB et de I’extrait d’Ulva lactuca, le taux de
germination a été de (36,1 ; 30.53 et 2,75)% pour les concentrations (100, 200 et 300)
mM respectivement. Cependant I’ajout des deux osmoprotecteurs séparément dans le
milieu a permet d’améliorer significativement le taux germination par rapport au
témoin. A 100 et 200 mM, I’extrait de 1’algue et la GB ont, statistiquement, le méme
effet sur le taux de germination (63,9 et 47,23% respectivement). Pour la concentration
300 mM D’effet de I’extrait a été bien meilleur que celui de la GB (30,23 et 22,23%).

4.4. Effet des souches, de GB et d’UL sur la germination de blé

En absence de sel (0 mM), I’inoculation des graines avec BEA4 en présence de la
GB a amélioré le taux de germination. Mais ’ajout de I’extrait n’a donné aucun effet.
En revanche, I’inoculation des graines avec les autres souches en présence de la GB ou

de I’extrait n’a aucun effet sur le taux de germination.

Sous stress salin, I’addition de la GB ou de I’extrait d’U. lactuca aux graines
inoculées a amelioreé significativement le taux de germination par rapport au témoin.
Pour la souche BEA4, a 100 mM, 1’osmoprotection fournée par la GB et meilleure que
celle d’U. lactuca. Cependant, avec les concentrations (200 et 300) mM, ’extrait a
mieux amélioré le pourcentage final de germination. La GB est un osmoprotecteur
efficace pour la souche BECY, ce dernier était non significativement plus efficace que

I’extrait de I’algue.

Concernant les graines inoculées avec les souches BOA4 et SEB9, I’addition de

I’extrait hydro-alcoolique d’Ulva lactuca dans le milieu & concentrations 100 et 200
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mM a amélioré le pourcentage de germination mieux que 1’ajout de la GB. A 300 mM,
les deux osmoprotecteurs ont donné le méme effet pourBOA4. Pour la souche SEB9, la

GB a amélioré le taux de germination mieux que I’extrait hydro-alcoolique d’Ulva

lactuca.
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Figure 11 : Pourcentage finale de germination des graines en présence de I’NaCl (100, 200, 300) et en présence de
Glycine bétaine(GB) [ImM] et d’extrait hydro-alcoolique d’Ulva lactuca (UL) [1%]. Les graines sont inoculées, ou non,
avec les souches F. Johnsoniae (BEA4), P putida (BEC9), A. xylosoxidans (BOA4) et A. chroococcum (SEB9). Des
témoins en absence de sel sont présentés. Les bars constituent 1’écart type (+ET).
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L’excés en NaCl dans le milieu réduit la disponibilit¢ de I’eau chez la plante
aboutissant a une déshydratation du cytoplasme qui affecte le métabolisme des cellules
et la fonction des macromolécules et par conséquence, la croissance des plantes (Le
Rudulier, 2005; Taffouo et al., 2009).

Les PGPR sont capables d’exercer un effet bénéfique sur la croissance de la plante
par augmentation du taux cumulé de la germination (Glick et al., 1998). L’utilisation de
ces derniers comme inoculant des graines de blé dans les sols touchés par la salinité

améliore la hauteur des plantes, la langueur des racines et le rendement des graines.

Les souches bactériennes étudiees dans le cadre de ce travail semblent avoir un effet
bénéfique sur la germination des graines de blé. De ce point de vu, elles peuvent étre
considérées comme PGPR. Leur capacité a produire certains métabolites tel que ’acide
indole-3-acétique (AlA), une phytohormone jouant un réle important dans promotion de la
germination des graines, peut étre a 1’origine de ce pouvoir (Whipps, 1990 ; Fallik et al.,
1994 ; Ahmad et al, 2005).

Les quatre souches peuvent aussi solubilisé les formes insolubles de phosphate
inorganique assurant I’alimentation minérale de la plante en phosphate (Kuceyet al.,
1989 ; Pradhan et Sukla, 2005 ; Sharma et al., 2007). Elles peuvent également produire des
sidérophores améliorant 1’alimentation des graines en fer. Leur croissance dans le milieu
améliore la disponibilité des métaux rhizosphériques ayant une faible disponibilité pour les

plantes tels que le Zinc et le Plomb (Dimkpa et al., 2009).

(Ahmad et al., 2008) ont prouvés que I’expression bactérienne des métabolites
influencant la croissance des plantes tel que I’'TAA, les sidérophores et les phosphatases est

influencé par la salinité ce qui influence par conséquence la croissance de la plante.

Sur la base des résultats obtenus avec les tests de germination, les souches BEA4,
BEC9, BOA4 et SEB9 améliorent la germination des graines de blé dur a salinité éleveée.
Ces résultats ont été confirmé par de nombreux travaux : Azotobacter(Elshanshoury, 1995 ;
Pati et al., 1995; Jarak et al., 1977 ; Shaukat et al., 2006), Azotobacter chroococcum
(Jarak et al., 2006), Pseudomonas (Zaidi, 2003), Pseudomonas putida (Kaymak et al.,
2009), Flavobacterium sp (Rathi et al., 2014) et Achromobacter xylosoxidans (Tam et
Diep, 2014). Sont des exemples pertinents dans 1’amélioration de la germination et la

croissance végétale du blé, de mais et d’orge. L’inoculation des graines de blé dur par
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Azotobacter chroococcum augmente significativement les parameétres de croissance
(hauteur de la plante, longueur des racines et poids frais et secs racinaires et foliaires)
sous stress salin. Ces résultats sont rapportés par de nombreux auteurs qui ont trouve que
I'inoculation des graines par une souche appartenant au genre Azotobacter augmente le
pourcentage de germination de graines de blé d’environ 58,6 %(Krieg et Holt, 1984 ; El-
Shansboury, 1995; Nadeem et al., 2006. Shaukat et al., 2006).

Selon Borojevic et al.,(1980), I’application de la GB améliore la croissance et le
rendement du blé sous stress salin. 1l a un effet bénéfique sur la germination des graines et
la croissance des plantes sous stress salin. Cette osmoprotecteur participe au maintien de
la pression de turgescence en augmentant le volume cellulaire et stabilise la structure et la
fonction des protéines en améliorant son état d’hydratation (D’Souza-Ault et al.,1999).

Selon Nelson (2004), il est bien évident que le rendement des céréales dépend de la
fertilité du sol et sa richesse en Potassium (P), en azote (N) et en matiere organique. Des
¢tudes ont montrés que I’extrait d’U. Lactuca favorise la croissance des graines de blé et
que sa décomposition améliore la fertilité des sols pauvre par ’apport d’éléments nutritifs
tels que le P le N et la matiere organique (Alvey et al., 2003 ; Nedzarek et Suszczewski,
2004).

Selon les travaux de (Ghoul et al., 1995 ; Summers et al., 1988 ; Ibrahim et al.,
2014), la capacité de I’extrait d’Ulva lactuca a améliorer le taux de germination des graines
sous stress salin revient a sa composition en divers bétaines, en DMSP et en acides amines

tels que la proline et la choline.
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Conclusion

Conclusion

La Salinité est I’un des stress affectant le plus gravement 1’agriculture mondiale. Elle
affecte les communautés microbiennes dans la rhizosphere causant ainsi la destruction de
plusieurs especes bactérienne et par conséquence, une diminution de la diversité microbienne

des sols ci qui répercute sur la croissance des végétale et le rendement des cultures.

Notre travail a visé 1’étude de I’effet de I’inoculation bactérienne et de I’apport
d’osmoprotecteurs naturels (I’extrait hydro-alcoolique d’Ulva lactuca) ou synthétique
(Glycine bétaine) dans I’amélioration de la germination des graines de blé sous stress salin.
Cette étude montre que le NaCl a un effet dépressif sur la croissance bactérienne et la

germination des graines.

Les deux osmoprotecteurs (GB) et (UL) ont permis de restaurer significativement
I’halotolérance des 04 souches étudiées. L’inoculation bactérienne, ’ajout de la GB (1mM)
ou de D’extrait hydro-alcoolique de (UL) (1%) a amélioré considérablement le taux de
germination finale des graines de blé en présence de salinite élevée.

Les résultats ont révélé que les propriétés osmoprotectrices de 1’extrait hydro-alcoolique
d’Ulva lactuca sont évidentes et dépassent celles de la GB. Cette forte restauration de la
croissance bactérienne et de la germination des graines de blé serait justifiée par la richesse de
cet extrait en éléments nutritifs et en diverses molécules potentiellement osmoprotectrices,
donc cet extrait peut étre utilisé comme une source naturelle d’osmoprotection ayant un role
clé dans la croissance bactérienne et la production des cultures agricoles a des hautes

osmolarités.

Des études ultérieures pour la mise en évidence de la contenance exhaustive de 1’algue
marine U. lactuca, des composés impliqués directement et indirectement dans
I’osmoprotection conférée par 1’extrait d’algue étudiée, ainsi qu’une étude in vivo sur des
stades plus avancés de la croissance du blé doivent étre envisagés comme principales

perspectives de ce travail.
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Annexe | :
Densités optiques obtenu pour 1’étude du pH :

Souche BEA4 :

pH Densité optique

5,0 0,1079 0,0879
5,5 0,1187 0,0994
6,0 0,2666 0,2612
6,5 0,5579 0,5463
7,0 0,7452 0,6860
75 0,8140 0,8240
8,0 0,9550 0,9370
8,5 0,9100 0,9312
9,0 0,8411 0,8500

Souche BEC9:

pH Densité optique

5,0 0,5972 0,5390
5,5 1,2214 1,2356
6,0 1,6592 1,6321
6,5 1,7266 1,7266
7,0 1,7549 1,7238
75 1,6000 1,6241
8,0 1,5600 1,6263
8,5 1,5719 1,5400
9,0 1,5035 1,5597

Souche BOA4 :

pH Densité optique

5,0 1,0700 0,9522
55 1,0438 1,0862
6,0 1,1832 1,2522
6,5 1,2448 1,2696
7,0 1,4677 1,4000
75 1,4442 1,5200
8,0 1,4366 1,4600
8,5 1,3569 1,3466
9,0 1,3054 1,3113
Souche SEB9 :

pH Densité optique

5,0 1,0697 1,0698
5,5 1,1353 1,1332
6,0 1,1830 1,2483
6,5 1,3180 1,3208
7,0 1,3416 1,3988
7,5 1,2782 1,2999
8,0 1,2273 1,1742
8,5 1,1497 1,1378
9,0 1,1036 1,0853
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Annexe Il :
Densités optique obtenu pour 1’étude de 1’halotolérance :

Souche BEA4 :

TEMOIN GB UL El
0 2,1299 2,1533 2,2577 2,2577 2,2142 2,2142 2,2040 2,2142
0.3 1,6019 1,6420 2,0382 2,0521 2,1215 2,1654 1,9567 1,9398
0.5 1,5387 1,4465 1,9802 1,9741 2,0452 2,0314 1,7961 1,8881
0.8 1,2216 1,3151 1,8375 1,7806 1,7769 1,7548 1,7169 1,7303
1 1,1003 1,1920 1,7476 1,8000 1,5774 1,6227 1,4814 1,5111
1.3 0,5964 0,6240 1,4513 1,4646 0,9666 0,8800 0,8690 0,7850
15 0,2725 0,3062 0,8068 0,8285 0,4081 0,4939 0,7930 0,7000
1.8 0,0669 0,0779 0,3423 0,3254 0,1308 0,1073 0,0228 0,0183

Souche BEC9:

TEMOIN GB UL El
0 2,3300 2,3571 2,4014 2,3773 2,3044 2,3171 2,3871 2,3861
0.3 2,0160 2,0000 2,2574 2,2467 2,2250 2,2150 2,1409 2,1324
0.5 1,8441 1,8398 2,1583 2,1324 2,0703 2,1002 2,1002 2,1002
0.8 1,2780 1,2335 1,8231 1,8273 1,5813 1,5629 1,9508 1,9454
1 0,6620 0,6167 1,2653 1,0769 1,1210 1,0740 1,1866 1,1193
1.3 0,0200 0,0190 0,2643 0,3000 0,1454 0,1700 0,1385 0,1117
15 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
1.8 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Souche BOA4 :

TEMOIN GB UL El
0 2,2477 2,3064 2,1123 2,0896 1,9467 1,9060 2,2272 2,2477
0.3 1,7813 1,6758 1,7175 1,7733 1,8113 1,8649 1,7567 1,8000
0.5 1,5260 1,5026 1,4388 1,3152 1,6758 1,7777 1,4661 1,6150
0.8 0,5569 0,5400 0,7600 0,7629 0,8728 0,9855 1,1721 1,2662
1 0,2238 0,2162 0,3800 0,3720 0,5881 0,4675 0,6610 0,5112
1.3 0,0300 0,0652 0,0980 0,1626 0,1350 0,1000 0,4241 0,4802
1.5 0,0000 0,0000 0,0625 0,0613 0,0781 0,0432 0,0914 0,1022
1.8 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Souche SEB9 :

TEMOIN GB UL El
0 1,7181 1,7279 2,0703 2,0703 2,1082 2,0491 1,9191 1,9347
0.3 0,5400 0,4800 0,8805 0,9640 1,5920 1,6337 0,8000 1,1500
0.5 0,3999 0,4180 0,4502 0,4863 1,0430 1,2160 0,8250 0,7207
0.8 0,2087 0,3280 0,2218 0,2465 0,5527 0,3840 0,4257 0,4308
1 0,0940 0,0837 0,1256 0,1116 0,3021 0,4410 0,1111 0,1207
1.3 0,0000 0,0000 0,0750 0,0700 0,2482 0,2000 0,0271 0,0123
1.5 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0900 0,0700 0,0000 0,0000
1.8 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
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Annexe 111 :
Calculs statistiques pour la comparaison des résultats de 1’halotolérance :

Témoin Vs Glycine bétaine

(souche BEA4)

NaCl (mM) Milieu +
Témoin | GB d d-dpoy | (d-Oipey) 2

0 1,4952 1,5342 0,039 | -0,08466 | 0,007167316
250 1,5354 1,6498| 10,1144 -0,00926 | 857476E-05
300 1,0236 1,3029| 0,2793| 0,15564 |  0,02422381
350 0,9222 1,2145| 0,2923| 0,16864|  0,02843945
400 0,2154 0,3749| 0,1595| 0,03584| 0,001284506
450 0 0,2721| 02721 0,14844| 0,022034434
500 0 0,08 0,08| -0,04366 | 0,001906196
550 0 0 0| -0,12366| 0,015291796
600 0 0 0| -0,12366 | 0,015291796
650 0 0 0| -0,12366 | 0,015291796

SCE =Y (d-dpnoy) = 013101684

t.=3,24
NaCl Govi) e T Témoin Vs Ulva lactuca
Témoin | U.L d d-Orpoy (d-dpy) 2 (souche BEA4)

0 1,4952 1,5612| 0,066| -0,33031| 0,109104696
250 1,5354 1,6521| 0,1167| -0,27961| 0,078181752
300 1,0236 1,5345| 05109 | 0,11459| 0,013130868
350 0,9222 1,4756 | 05534| 0,15709| 0,024677268
400 0,2154 1,0487| 0,8333| 043699  0,19096026
450 0 0,8354| 0,8354| 0,43909| 0,192800028
500 0 0,6215| 0,6215| 0,22519| 0,050710536
550 0 0,3014| 0,3014| -0,09491| 0,009007908
600 0 0,1245| 0,1245| -0,27181| 0,073880676

0 0 0| -0,39631| 0,157061616

SCE =Y (d-dppe,) = 0,89951561

tea= 3,963




Témoin Vs Glycine bétaine (souche BEC9) :

NaCl
(mM) | Témoin | Milieu + GB | d d-Ornoy (d-dry) 2
0 1,4749 1,4863| 0,0114| -0,09198 0,00846032
250 1,3249 1,4523| 0,1274| 0,02402 0,00057696
300 0,6748 09597 | 0,2849] 0,18152 0,03294951
350 0,1653 04| 02347 013132 0,017244942
400 0 02754| 0.2754| 0,17202 0,02959088
450 0 01 01| -0,00338| 1,14244E-05
500 0 0 0| -0,10338| 0,010687424
550 0 0 0| -0,10338| 0,010687424
600 0 0 0| -0,10338| 0,010687424
650 0 0 0| -0,10338| 0,010687424
SCE =Y (d-Opoy) = 0,13158374
tcaI:217O

Témoin Vs Ulva lactuca (souche BEC9) :
NaCl Milieu + U.
(mM) | Témoin | L d d-Ornoy (d-dry) 2
0 1,4749 1,4623| -0,0126| -0,10764

0,00848241
250 1,3249 1,4555| 0,1306 0,03556

0,04910656
300 0,6748 0,9412| 0,2664 0,17136

0,03888784
350 0,1653 0,4213 0,256 0,16096

0,002601
400 0 0,2865| 0,2865 0,19146

0,05257849
450 0 0,0235| 00235 -0,07154

0,00574564
500 0 0 0| -0,09504

0,02913849
550 0 0 0| -0,09504

0,02913849
600 0 0 0|  -0,09504

0,02913849
650 0 0 0|  -0,09504

0,02913849

SCE =Y’ (d-dppoy) > = 0,14602856

tea=2,36
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Témoin Vs Glycine bétaine (souche BOA4) :

NaCl

(mM) | Milieu ,
Témoin | +GB d d-Omoy (d-Omoy)

0 1,3246 1,43] 0,1054 0,05715 0,003266123
250 05823| 0,8225| 0,2402 0,19195 0,036844803
300 04635| 0525| 0,0615 0,01325 0,000175563
350 0,2782 0,28 0,0018 -0,04645 0,002157603
400 0| 00736| 0,0736 0,02535 0,000642622
450 0 0 0 -0,04825 0,002328063
500 0 0 0 -0,04825 0,002328063
550 0 0 0 -0,04825 0,002328063
600 0 0 0 -0,04825 0,002328063
650

0 0 0 -0,04825 0,002328063

SCE =Y (d-dpe,) 2= 0,05472703
t,=1,95

Témoin Vs Glycine bétaine (souche SEB9) :
NaCl Milieu +
(mM) Témoin |U.L d d-Arnoy (d-Opnoy) 2
0 145| 15523| 0,1023| -0,05541 0,003070268
250 0,8532| 1,1246| 0,2714| 0,11369 0,012925416
300 0,4745| 09523| 0,4778|  0,32009 0,102457608
350 0,2236 0,66 0,4364| 0,27869 0,077668116
400 0,0756 | 0,2213| 0,1457| -0,01201 0,00014424
450 0,0321| 0,1756| 0,1435| -0,01421 0,000201924
500 0 0 o[ -0,15771 0,024872444
550 0 0 o[ -0,15771 0,024872444
600 0 0 o[ -0,15771 0,024872444
650 0 0 o[ -0,15771 0,024872444

SCE =Y, (d-Gpney) * = 0,29595735

tea=2,95
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Témoin Vs Ulva lactuca (souche SEB9) :

NaCl Milieu

(mM) Témoin | +GB d d-dinoy (d-0rpgy) 2

0 1,45 | 1,5496 0,0996 0,05259 0,002765708
250 0,8532 | 1,0384 0,1852 0,13819 0,019096476
300 0,4745 | 0,4832 0,0087 -0,03831 0,001467656
350 0,2236 0,35 0,1264 0,07939 0,006302772
400 0,0756 | 0,1246 0,049 0,00199 3,9601E-06
450 0,0321 | 0,0333 0,0012 -0,04581 0,002098556
500 0 0 0 -0,04701 0,00220994
550 0 0 0 -0,04701 0,00220994
600 0 0 0 -0,04701 0,00220994
650 0 0 0 -0,04701 0,00220994

SCE =3 (d-dey) 2=0,04057489

tca|:2,21

La souche BOA4 (témoin Vs milieu additionné de UL)

NaCl
(mM) Témoin | Milieu+ UL | d d-dimoy (d—dmc,y)2
0 -

1,3246 |1,4032 0,0786 |0,0921 | 0,00848241
250 0,5823 | 0,9746 0,3923 |0,2216 | 0,04910656
300 0,4635 |0,8314 0,3679 |0,1972 |0,03888784
350 0,2782 |0,4999 0,2217 |0,051 |0,002601
400 0 0,4 0,4 0,2293 | 0,05257849
450 0 0,2465 0,2465 |0,0758 |0,00574564
500 -

0 0 0 0,1707 | 0,02913849
550 -

0 0 0 0,1707 | 0,02913849
600 -

0 0 0 0,1707 | 0,02913849
650 -

0 0 0 0,1707 | 0,02913849

SCE = 3 (d-dpmoy) > = 0,2739559
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Annexe IV :

AnNnexes.

Tableaux des résultats obtenus pour le test de germination valeurs en (%):

Témoin Témoin+GB Témoin+UL
00 91,7 | 75,0 | 75,0 | 75,0 | 66,7 | 66,7 | 66,70 | 83,30 | 91,70
100 | 25,0 | 50,0 | 33,3 | 50,0 | 75,0 | 66,7 | 66,70 58,30 | 66,70
200 | 33,3 | 33,3 | 25,0 | 50,0 | 41,7 | 50,0 | 50,00 50,00 | 41,70
300 0,0 0,0 8,3 | 25,0 | 25,0 | 16,7 | 25,00 25,00 | 41,70
Temoin Temoin+BEA4 Temoinl+BEA4+GB Témoin+BEA4+UL
00 91,7 | 75,0 | 75,0 | 75,0 | 75,0 | 66,7 | 88,3 | 75,0 88,3 | 88,30 | 75,00 58,30
100 | 25,0 | 50,0 | 33,3 | 66,7 | 58,3 | 50,0 | 83,3 | 75,0 58,3 | 41,70 | 66,70 66,70
200 | 33,3 | 33,3 | 25,0 | 50,0 | 33,3 | 50,0 | 66,7 | 66,7 41,7 | 75,00 | 75,00 50,00
300 0,0 0,0 8,3 | 16,7 | 25,0 | 33,3 | 41,7 | 33,3 41,7 | 25,00 | 75,00 33,30
Témoin Témoin+BEC9 Témoin+BEC9+GB Témoin+BEC9+UL
00 91,7 | 75,0 | 75,0 | 66,7 | 58,3 | 33,3 | 66,3 | 83,3 66,7 | 66,70 | 58,30 75,00
100 | 25,0 | 50,0 | 33,3 | 58,3 | 50,0 | 58,3 | 75,0 | 75,0 75,0 | 66,70 | 25,00 58,30
200 | 33,3 | 33,3 | 25,0 | 41,7 | 50,0 | 33,3 | 50,0 | 50,0 58,3 | 33,30 | 58,30 41,70
300 0,0 0,0 8,3 | 16,7 | 25,0 | 25,0 | 33,3 | 41,7 33,3 | 41,70 | 16,70 25,00
Témoin Témoin+BOA4 Témoin+BOA+GB Témoin+BOA4+UL
00 91,7 | 75,0 | 75,0 | 75,0 | 41,7 | 75,0 | 83,3 | 91,7 58,3 | 66,70 | 41,70 66,70
100 | 25,0 | 50,0 | 33,3 | 75,0 | 50,0 | 50,0 | 50,0 | 58,3 83,3 | 83,30 | 50,00 75,00
200 | 33,3 | 33,3 | 25,0 | 58,3 | 58,3 | 66,7 | 41,7 | 66,7 58,3 | 41,70 | 58,30 83,30
300 0,0 0,0 8,3 | 66,7 | 33,3 | 50,0 | 41,7 | 50,0 58,3 | 41,70 | 58,30 50,00
Témoin Témoin+SEB9 Témoin+SEB9+GB | Témoin+SEB9+UL
00 91,7 | 75,0 | 75,0 | 66,7 | 75,0 | 50,0 | 83,3 | 75,0 | 66,7 | 75,0 | 58,3 | 83,3
100 | 25,0 | 50,0 | 33,3 | 58,3 | 66,7 | 83,3 | 50,0 | 83,3 | 58,3 | 83,3 | 50,0 | 75,0
200 | 33,3 | 33,3 | 250 | 583|583 | 750|500 |667]|583]| 41,7 | 58,3 | 83,3
300 0,0 0,0 8,3 500 (333|500 (750|500 | 41,7 | 41,7 | 50,0 | 41,7
Témoin Témoin+BEA4 Témoin+BEC9 Témoin+BOA4 Témoin+SEB9
00 91,7 | 75,0 | 75,0 | 75,0 | 75,0 | 66,7 | 66,7 | 58,3 | 33,3 | 75,0 | 41,7 | 75,0 | 66,7 | 75,0 | 50,0
100 | 25,0 | 50,0 | 33,3 | 66,7 | 58,3 | 50,0 | 58,3 | 50,0 | 58,3 | 75,0 | 50,0 | 50,0 | 58,3 | 66,7 | 83,3
200 | 33,3 | 33,3 | 25,0 | 50,0 | 33,3 | 50,0 | 41,7 | 50,0 | 33,3 | 58,3 | 58,3 | 66,7 | 58,3 | 58,3 | 75,0
300 0,0 0,0 8,3 | 16,7 | 25,0 | 33,3 | 16,7 | 25,0 | 25,0 | 66,7 | 33,3 | 50,0 | 50,0 | 33,3 | 50,0




Résumé

Le présent travail porte sur 1’étude de 1’inoculation des graines de blé dur (Triticum
durum, variété Boussalem) avec quatre souches PGPR : (Flavobacterium johnsoniae
BEA4, Pseudomonas putida BEC9, Achromobacter xylosoxidans BOA4 et Azotobacter
chroococcum SEB9) en présence et en absence d’extrait d’Ulva lactuca (1%) ou de la
glycine bétaine GB (1mM) sous stress salin. L’étude de I’effet du pH et de la salinité sur la
croissance des 04 souches révele que ces dernieres croient le mieux sur un pH neutre a
1égérement alcalin et qu’elles sont modérément halotolérantes. L’addition de I’extrait
d’Ulva lactuca ou de la GB montre que ces deux derniers constituent des osmoprotecteurs
efficaces pour les quatre souches. Les résultats ont montré que I’application du stress
salin exerce une action dépressive et entraine une chute du taux de germination de (80,56%
a 2,75% a 300 mM). Cependant, I’inoculation des graines avec les souches a amélioré
significativement le taux de germination (2,75% a 50% avec la souche BOA4 a 300 mM).
L’inoculation des graines en présence de 1’extrait d’Ulva lactuca permet 1’amélioration de
taux de germination (de 30,53% a 70% avec la souche SEB9 a 200 mM).

Les résultats montrent que les quatre souches peuvent étre utilisées comme inoculant
afin d’améliorer le taux de germination des graines du blé sous stress salin et que 1’extrait
hydro-alcoolique d’Ulva lactuca peut étre utilis€é pour promouvoir 1’halotolérance des
souches et des graines.

Mots clés : Blé dur, PGPR, Ulva lactuca, glycine bétaine, stress salin, inoculation.
Abstract

The present work focuses on the study of durum wheat seeds inoculation (Triticum
durum variety Boussalem) with four PGPR strains: (Flavobacterium johnsoniae BEAA4,
Pseudomonas putida BEC9, Achromobacter xylosoxidans BOA4 and Azotobacter
chroococcum SEB9) in presence and absence of Ulva lactucaextract (1%) or glycine
betaine GB (1 mM) under salt stress. The study of the effect of pH and salinity on the
growth of the four strains showed that they grow better on neutral to slightly alkaline pH
and that they are moderately halotolerant. The addition of Ulva lactucaextract or GB
showed the potential osmoprotective on the four strains. The results showed that
application of salt stress exerts a depressing action and results adropin germination rate
(80.56% at 2,75% to 300 mM). However, inoculating seeds with bacterial strains improved
significantly the germination rate (2,75 to 50% with the strain BOA4 at 300 mM). Also,
the inoculation of seeds in presence of Ulva lactuca extracts allows enhancement of the
germination rate (from 30.53% to 70% with the strain SEB9 at 200 mM).

The results show that the four strains could be used as inoculant to improve the
germination of wheat seeds under salt stress and the hydro-alcoholic extract of Ulva
lactuca could also be used to promote strains and seeds halotolerance.

Keywords: Durum wheat, PGPR, Ulva lactuca, glycine betaine, salt stress, inoculation.
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