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I ntroduction

Bien que secondaire par rapport aux secteurs pétroliers et industriels, I’agriculture
joue un role important dans I’économie Algérienne, en employant 23% de la population
active et en participant a 11% du P.I1.B. dans cette derniere décennie (World Bank,
2008).

Les importations des denrées alimentaires couvrent entre 20 & 30% du totale des
importations, il est intéressant de noter que 73% de ces importations concerne les
produits agricoles (FAO, 2006). Cette situation rend I’ Algérie parmi les dix principaux
pays importateurs des produits alimentaires au niveau mondial d’ou une dépendance

alimentaire marquée vis-a-vis du marché international.

La feve constitue un aliment nutritif tres important surtout pour les populations a
faibles revenus, qui ne peuvent pas toujours s'approvisionner en protéine dorigine
animale (Daoui, 2007). Elle peut étre utilisée également dans I'alimentation animale

pour combler le déficit azoté.

En 2005, les pays méditerranéens ont produit 1 093 milles tonnes de feves, soit le
Y, de la production mondiale. La Chine, avec 1,8 millions tonnes est considérée comme
le premier producteur mondial. L'Algérie, avec 27 milles tonnes occupe le 17°™ rang au
niveau mondial et le 6éme rang au niveau continental devancée par I'Ethiopie (516
milles tonnes), 'Egypte (350 milles tonnes), le Soudan (112 milles tonnes), le Maroc
(73 milles tonnes) et la Tunisie (45 milles tonnes) (Giove et Abis, 2007).

En Algérie, la culture de la feve Vicia faba L. est pratiquée surtout dans les
plaines cotiéres et de I’intérieure. Une superficie de 58 milles ha est réservée a cette
culture et dont 50 % de celle-ci est répartie entre Tlemcen, Chlef, Skikda, Ain
Témouchent et Biskra (Maatougui, 1996).

L’un des grands problémes de I’agriculture Algérienne est la salinisation des sols
qui est de I’ordre de 1.5 millions d’hectares (MADR, 2006). Ces sols sont soumis a la
dégradation de jour en jour et les techniques de remédiation sont souvent extrémement
chéres.

En plus des contraintes de la salinité et les autres facteurs abiotiques comme le

froid, les gelées, les chaleurs, ...ect, les feves sont exposées aux effets néfastes des



Introduction Générale

adventices, des maladies fongiques et virales, des nématodes et enfin des insectes
(Maatougui, 1996).

Certains rhizobactéries ont la tendance de favorisé directement la croissance des
plante par la production des biostimulateurs de croissance, et indirectement par
répercussion de I’incidence des agents phytopathogénes, ces rhizobactéries sont reconnu
par le nom « PGPR » (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) (Maheshwari, 2011).

Depuis une vingtaine d’années, un grand intérét est porté envers les rhizobactéries
du genre Pseudomonas a cause de leur capacité remarquable a promouvoir la croissance

des plantes et a inhiber la croissance des agents phytopathogenes. (Singh et al., 2011).

L’expérimentation de cette présente recherche consiste a déterminer I’effet de
I’inoculation du support pédologique par deux souches de Pseudomonas sur la
croissance en parametres biométrique de la féve (Vicia faba), et I’effet de I’inoculation
des feuillets par ces souches et leurs métabolites sur I’expression en taches de la
maladie de I’alternariose causé par I’agent pathogéne Alternaria alternata sur la méme

plante.

Plusieurs souches de Pseudomonas sont isolées a partir des sols salins de I’Ouest
Algérien et subi les différents tests d’identification. Les souches qui présentent un
pouvoir antagoniste intéressant vont étre utilisées dans notre expérience.

Pour réaliser ce travail nous avons effectué les étapes suivantes :

Recherche bibliographique ;
Présentation et caractérisation de la zone d’étude ;

Isolement et caractérisation des Pseudomonas présentant un effet inhibiteur ;

A w0 DdPRE

Utilisation des Pseudomonas pour stimuler la croissance de la féve dans les
conditions salées et non salées ;

5. Essai de lutte de I’alternariose de la féve par les Pseudomonas antagonistes.
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Les Pseudomonas forment un large groupe colonisant le sol, les plantes et I’eau.
Ces bactéries Gram négatives, non sporulantes, sont aérobies strictes, a I’exception de
certaines pouvant utiliser le NOs; comme accepteur d’électrons. Leur mobilité est
assurée par plusieurs flagelles polaires, et elles ont un métabolisme mésophile et
chimioorganothorphe, la plupart étant saprophytes (Bossis et al., 2000). Quelques
especes comme P. syringae, sont phytopathogenes et certaines peuvent causer des
infections chez I’humain, Particulierement P. aeruginosa, reconnu comme pathogene
opportuniste et causant des infections pulmonaires mortelles chez les patients atteints
de fibrose kystique (Mavrodi et al., 2001).

1. La classification de Pseudomonas

Le genre Pseudomonas est un taxon exceptionnellement hétérogéne fait des
especes distribuées en cing groupes d’homologie d’ARNTr et en plus de 60 especes
moins bien étudiées. Les trois groupes les mieux caractérisés : les groupes ARNr 1 a 1l
qui sont subdivisés selon des propriétés différentes telles que la présence de
polyhydroxybutyrate, la production d’un pigment fluorescent, la pathogenicité, la
présence d’arginine dihydrolase et I’utilisation du glucose (Klein, et al., 2003). 1l faut
noter que ce genre a beaucoup changé depuis la validation de la taxonomie par analyse
de L’ARNr. Le genre original a été separé en plusieurs genres supplémentaires, dont
Comamonas (un genre de subdivision alpha ne produisant pas des pigments
fluorescents) ; Deleya et Holomonas, qui sont marins; Stenotrophomas (avec une seule
espece, Senotrophomas maltophia); Hydrogenophoga (chimiolithotrophe facultatif
oxydans H2) et Burkholderia (Perry et al., 2004). Les études d’hybridation (ADN/ADN
et ARNr/ADN) ont permis d’établir la classification actuelle qui rassemble les especes

figurant dans le tableau 01.
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Tableau 01: Les cing groupes génomiques de Pseudomonas (Leclert et al., 1995).

Groupe ARNr

Espece

Caractéreprincipale

Situation actuelle

. aeruginosa*

Satu quo

. fluorecens

Fluorescent, oxydase +

. putida
. chIororaphisj

. Syrigae*

U T

. Viridifl ava*}

Fluorescent, oxydase -

. cichoii*
. stutzeri
. mendocina
alcaligenes

fragi
agrici*
asplenii*

Fluorescent, oxydase+

. pseugoalicaligenes

\

Non Fluorescent

cepacia*
mallei*
pseudomallei*
. gladioli*

. caryophylli*
salancerunm*

. picketteii*

. pyrrocinia*

Burkholderia

. acidavorans
. testosteroni

. andropogoni
avenae

U U UU U U0UUUUUUTU(UUUUTUUTUTU

. facilis

flava

. Saccharophil
. pseudoflava
. palleronii

Hétérotrophe

Autotrophe facultatif

Comanonas

Acidovorax
Hydrogenaphaga

. diminuta
.vesicuaris

UV UUUUTUTU

Satu quo

\Y,

P. maltophilia

Senotrophomanas
(xanthoman)

* : pathogéne pour les plantes ou les animaux (Palleroni, 1992)

+ : positive.
- . négative.
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2.  Caractéres généraux
2.1. Morphologieet structure

Les cellules de Pseudomonas sont des batonnets habituellement fins rectilignes ou

plus rarement incurvées (Pilet et al., 1986), leurs dimensions sont de 0,5 a 1,3um.

La mobilité est trés vive en aérobiose. La ciliature est polaire: monotriche ou
multitriche. Pour les especes multitriches, le type de ciliature ne peut étre établi que
statistiquement en déterminant I’index flagellaire .1l peut varier selon les conditions de

culture. Quelques souches sont immobiles et aciliées (André, 2000)

2.2. Croissance et nutrition

De nombreuses espéces ou souches de Pseudomonas ne se cultive pas a 37°C.
Alors que la température de 30°C convient a tous pathogenes et saprophytes (André,
2000). Certaines souches peuvent croitre a 4°C et capables donc d’étre des contaminants

dangereux des produits biologiques conservés a la glaciere (Le Minor et VVéron, 1982).

La culture est facile sur milieu complexe avec ou sans production de pigment. Ils
sont capables de se cultiver sur des milieux minéraux synthétiques avec une source

simple de carbone: acétate, pyruvate

Ces propriétés sont utilisées pour mettre en évidence les auxotrophies nécessaires
pour I’identification (auxanogramme) par I’étude des substrats carbonés utilisables

comme source d’énergie pour la croissance (André, 2000).
3. Caractéresphysiologiques

Ces bactéries ont une longévité faible en culture méme a 4°C. Tous les modes de
conservation possibles sont proposes: lyophilisation, eau distillée stérile avec une anse
de culture a température ordinaire de 18°C (Pseudomonas phytopathogénes), gélose
inclinée avec huile de paraffine en surface d’une gélose molle, tube & vis comme pour

les Entérobactéries, congelation.

Pour la sensibilité aux agents lytiques plusieurs especes de Pseudomonases sont
lysogénes et bactériocinogénes. P. aeruginosa par exemple présente une autolyse
tardive (4 a 5 jours) ou précoce (taches irrisées a reflets métalliques sur gélose (Marvodi
et al., 2001).
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3.1. Métabolisme

Les membres du genre Pseudomonas montrent une grande adaptabilité
nutritionnelle, la plupart peut croitre sur plus de 50 substrats différents, et certains
peuvent utiliser plus de 100 composés organiques comme source de carbone et
d’énergie. En raison de cette versatilité, les especes de Pseudomonas sont trés actives
dans la dégradation des composés organiques dans le sol et dans les environnements

aquatiques (Perry et al., 2004).

Les Pseudomonas constituent le modéle des bactéries oxydantes ou dite
soxybiontiques. Le rendement de la croissance est strictement dépendant de la
concentration en oxygene dissout donc de I’agitation. Les enzymes de la glycolyse sont
absentes. L’oxydation compléte du glucose en aérobiose est réalisée dans le shunt de
I’hexose mono-phosphate ou voie de Warburg-Dickens-Horecker par I’intermédiaire du
6p-gluconate. La voie du 2-céto-3-désoxygluconate (voie d’Entner-Doudoroff
aboutissant au pyruvate qui alimente le cycle de Krebs) D’ou I’intérét du milieu de
Hugh et Leifson (acidification dans le tube sans vaseline en aerobiose) (Perry et al.,
2004).

Paradoxalement, pour des organismes aérobies stricts, certains Pseudomonas
peuvent tirer leur énergie d’une réaction catabolique en anaérobiose, par hydrolyse de
I’arginine (systeme de I’arginine dihydrolase « ADH ») qui est constitutif, L’attaque des
hydrates de carbone par oxydation peut étre a la base de I’identification des
Pseudomonas, mais toutes les espéces ne donnent pas de produits acides a partir de
sucres comme le glucose ; certaines donnent une alcanisation ou restent inactives
(Andre, 2000).

Les Pseudomonas du sol sont capables de métaboliser certains composés
aromatiques, tels que les acides vanilliques, isovanilliques et 4-hydroxybenzoique
(Borel, 1987).

4.  Autrespropriéésbiochimiques

Les réactions de VVoges-Proskauer et du rouge de méthyle sont toujours négatives
en raison de I’absence de metabolisme fermentatif (Le Minor et VVéron, 1982).
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Pseudomonas fluorescens peut provoquer une alcalinisation importante avec

formation d’urée, d’ammoniac et de carbonate (Guiraud, 1998).

La présence d’une lécithinase, qui souvent ne peut étre révélée qu’en milieu
liquide (Pilet et al., 1986).

Les caractéristiques métaboliques des principaux Pseudomonas sont données dans

le tableau 02.

Tableau 02: caractéres permettant de caractériser quelque espece Pseudomonas.

(4]
=
= B
o —
? Q 2| B ? 2 S
s slsgl sl |5 g|lscs
E 2|1 & E|lE._|E €| E =
o .= © o [ o o O
= oz o 2|2 El2 |3 =
[95] D (2] E [9p) [ 70 Rt ) = [9p] (72)
o_ [9~1 o S5—= o_ o [72) o [3~] o_ [y
Oxydase OX + + + + + +
NO3 NO3 + V - + + V
Glucose (a) GLUa + + + + - -
Lactose LAC - - - - - -
ONPG ONPG \ - - - - -
Mannitol (a) MANa + + V + - -
Inositol (a) INOa - + + - - -
Fructose (a) FRUa + + + + - +
Mannose (a) MNEa V + + + - -
LDC LDC - - - - - -
Uréase URE - - - - - -
TDA TDA - - - V V Vv
Indole IND - - - - - -
Gélatinase GEL + + - - - -
Citrate (a) CIT + + + + V ?
Pyocyanine + - - - - -
Pyoverdine + + -+ + - -
Lécithinase V + - - - -
DNAse V - - - - -

+: Caractére positif pour plus de 90 % des souches de I'espéce
- Caractere négatif pour plus de 90 % des souches de I'espéce
V: Caractére variable selon les souches de I'espéce

? : Caractere non déterminé
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5.  Production de pigments

Les Pseudomonas spp. peuvent produire des pigments diffusants dans les milieux
de culture. Deux types de pigments hydrosolubles peuvent étre synthétisés: des
pigments fluorescents hydrosolubles et des pigments phénaziniques non fluorescents

insoluble dans I’eau (Euzéby, 2005).

5.1. Pigmentsfluorescents

La présence ou I’absence de pigments fluorescents ou pyoverdines permet de
séparer les espéces du genre en deux groupes, les Pseudomonas fluorescents (comme :
Pseudomonas aeruginosa P. chlororaphis P fluorescens , P. monteilii, P.
plecoglossicida , P. putida , P. simiae , P. syringae) et les Pseudomonas non-
fluorescents (comme P. alcaligenes, P. anguilliseptica , P . fragi , P. mendocina, P.
pseudoal caligenes P. stutzeri) (Euzéby, 2005).

Les pyoverdines est le terme générique
d'une vaste famille de pigments jaunes-verts
fluorescents, solubles dans I'eau et insolubles dans

le chloroforme. Leur structure générale est celle

d’'un chromophore (du grec : qui porte la couleur) e
quinolinique associé a des peptides dont la taille et N ©

la composition en acides aminés sont variables. La ! | ™ o
pyoverdine joue pour la bactérie le réle d'un —OMN 7 OH
sidérophore : molécule captant les ions fer 0 !

ferrique. Cette capture est fondamentale pour la structure générale des
croissance des bactéries, croissance nécessitant pyoverdines
impérativement des ions Fe™. Dans les milieux (Peptide = chaine de 6 4 12
carencés en fer une production abondante de acides aminés)

pyoverdine est réalisée sur milieu King B
(Euzéby, 2005).

10
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5.2. Pigments phénaziniques

Les pigments phénaziniques contiennent un noyau insaturé polycyclique, la
phénasine, Pseudomonas aeruginosa produit un pigment soluble dans le chloroforme,
specifique a cette espece et appelé la pyocyanine. En solution aqueuse, la pyocyanine
est généralement de couleur bleue. La pyocyanine est un accepteur d’életrons
permettant a Pseudomonas aeruginosa de croitre en anaérobiose. Elle possede une
activité bactériostatique, notamment vis-a-vis des bactéries & Gram positif (Le Minor et
Véron, 1982).

5.3. Milieux favorisant la synthése des pigments

En raison de I’importance de ces pigments dans le diagnostic, leur recherche doit
s’effectuer dans des milieux spéciaux favorisant leur synthése, les milieux les plus

sensibles et les plus utilisés sont les milieux de King.

Le milieu de King A favorise sélectivement la production de pyocyanine et il
convient également pour la mise en évidence des autres pigments phénaziniques. Le
milieu de King B favorise la production des pyoverdines. La pyoverdine de
Pseudomonas aeruginosa peut étre produite en faibles quantités sur le milieu de King
A. Le mélange de pyocyanine et de pyoverdine conduit a I’obtention d’une couleur
bleue. L’adjonction de chloroforme dans le milieu permettra alors de révéler
specifiqguement la pyocyanine. Les milieux de King doivent étre incubés en aérobiose a

30 °C, pendant un a trois jours (Euzéby, 2005).

6. Pouvoir pathogéne

En raison de la richesse de leurs voies métaboliques, les Pseudomonas sont
souvent capables de résister a de nombreux antiseptiques ou antibiotiques ce qui

explique leur présence de plus en plus fréquente en milieu hospitalier.

Plusieurs especes du genre Pseudomonas sont des bactéries phytopathogénes,
surtout Pseudomonas syringae. Cette derniere espéce compte au moins 37 pathovars

capables d’infecter de multiples espéces végétales.

Les Pseudomonas spp sont rarement présents sur la peau ou les muqueuses de
I’homme et des animaux. En revanche, elles sont souvent présentes dans la flore

intestinale. Les Pseudomonas spp se comportent comme des agents opportunistes et ils

11
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peuvent étre a I’origine d’infections iatrogénes et/ou nosocomiales. Chez I’homme,
comme chez les animaux, I’espéce la plus importante est Pseudomonas aeruginosa
(Euzéby, 2005).

7.  Quelques Pseudomonas du sol
7.1. Pseudomonas fluorescens

Dans les anciennes cultures, P. fluorescens apparait singuliére ou sous forme de
paires mobiles grace aux flagelles amphitriches dont leur mouvement est lié au taux
d’ATP qui est conditionné lui-méme a la tension partielle d’oxygene dans le milieu.
Elle produit un seul pigment fluorescent trés souvent la pyoverdine qui est le
sidérophore de cette bactérie. La température optimale de croissance est de I’ordre de 25
a. 30°C, la plupart des souches de cette espéce poussent a 4°C et ne poussent pas 42°C
(Stanier et al., 1966).

7.2. Pseudomonas putida

Isolée en 1886, a comme principal habitat le sol, I’eau et les plantes, pouvant se
trouver dans I’oropharynx, est mobile grace aux flagelles mutitriches, dépourvues de
lécithinase, gélatinasse et nitrate réductase, elle posséde plusieurs caractéristiques
nutritionnelles qui permettent la caractérisation de cette espéce a partir des autres
especes fluorescentes de Pseudomonas , dont le pouvoir d’utiliser la benzylamine et
I’incapacité d’utiliser le tréhalose, I’inositol et la géraniol. Le sucrose et la créatine sont
utilisés par la majorité des souches de cette espéce, elle secrete des pigments
fluorescents particulierement dans les milieux ayant une carence en fer (King et al.,
1954).

La température optimale de croissance est située entre 25°C et 30°C, ainsi que la

majorité des souches poussent a 4°C et ne poussent pas 42°C (Stanier et al., 1966).

Certaines souches de P. putida stimulent la nodulation du haricot que ce soit en
présence de population indigéne de rhyzobacteries ou aprés I’apport d’un inoculum

étranger de Rhizobium phoseoli (Davet, 1996).

7.3. Pseudomonas aeruginosa

Trés répandu dans la nature, le bacille pyocyanique est trouvé dans les eaux, et le
sol ou il joue un role tres important dans la dégradation des substances organiques. 1l est

12
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également saprophyte de la peau et du tube digestif de I’homme et des animaux. De
simple agent d’infection des plaies et des brdlures, il a pris une place importante en

pathologie humaine depuis la derniére guerre mondiale.

A I’état frais, c’est un fin batonnet rectiligne, parfois incurvé de 1 a 3 um de long,
mobile grace a la présence d’un seul cil polaire. Et comme tous les Pseudomonas, P.
aeruginosa est aérobie stricte, cependant il pousse dans la profondeur des milieux
contenants des nitrates qu’il peut utiliser comme accepteur d’hydrogéne (Daguet, 1972).

D’autre part, cette bactérie produit deux types de pigments chélateurs de fer;
pyoverdine et chiline, et huit récepteurs membranaires pour les sidérophores ferriques
(Dean et Poole, 1993).

13
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Les rhizobactéries sont des germes qui présentent I’aptitude a coloniser les racines
de fagon intense (Schroth et Hancock, 1981). Les bactéries non symbiotiques répondant
a cette definition appartiennent a différents genres et especes dont les plus étudiés sont
Agrobacterium radiobacter, Azospirillum spp, Bacillus spp, et Pseudomonas spp.
(Leong, 1986).

Les différentes especes de Pseudomonas qui colonisent la rhizosphére possédent
plusieurs caractéristiques intrinseques qui les rendent particulierement intéressantes
pour une utilisation comme agents de lutte biologique. Premiérement, leur capacité a
coloniser les racines et a y maintenir une forte densité de population est remarquable
(Haas and Keel, 2003). Cette grande rhizocompétence vient de leur taux de croissance
plus élevé que celui de la plupart des autres rhizobactéries et de leur capacité a
métaboliser efficacement plusieurs composeés des exsudats racinaires (Chin-A-Woeng et
al., 2002). De plus, ces bactéries sont tres faciles a isoler et a cultiver au laboratoire
(Chin-A-Woeng et al., 2001).

1.  L’effet bénéfique des Pseudomonas sur le développement des plantes

La finalité de la bactérisation est d’augmenter le rendement des cultures. Seules
certaines souches semblent présenter cette capacité (Weller, 1988). Elles ont été
appelées «Plant Growth Promoting Rhizobacteria» (PGPR) par Kloepper et Schroth
(1978).

L’augmentation de rendement d’une culture bactérisée resulte de deux effets
bénéfiques principaux la stimulation de croissance des plantes et la protection des
plantes contre les maladies d’origine tellurique. D’autres effets bénefiques ont
également eté décrits. Ainsi certaines souches de Pseudomonas stimulent la germination
des graines. D’autres influencent positivement les interactions entre les microrganismes
symbiotiques (Rhizobium, bradyrhizobium; champignons mycorhiziens) et la plante
hote (Lemanceau, 1992).

2. Pseaudomonas comme hiofertiliseurs

Dans la plupart des sols, I'azote et le phosphate sont les deux nutriments les plus
limitant de la croissance des plantes. Beaucoup de bactéries et champignons du sol ont
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la capacité d'agir comme des biofertilisants en augmentant le taux d’azote et de
phosphate biodisponible. (Maheshwari, 2011b)

Certaines espéces de Pseudomonas produit des métabolites secondaires qui
peuvent solubiliser plusieurs formes inorganique de phosphore (Siddiqui, 2005). Le
Phosphate organique est également un important réservoir de phosphate immobilisé
dans les sols et la capacité de minéraliser le phosphore organique des formes via les
actions de la phosphatase, divers enzymes ont été étudiées dans plusieurs Pseudomonas
sp (Bernd, 2008).

2.1. Stimulation dela croissance des plantes

L’Auxines et la cytokinines sont des hormones qui jouent un role significatif dans
la croissance des plantes, ils régulent les processus physiologiques tels que I'élongation
et la division cellulaire, différenciation des tissus et la dominance apicale (Chin-A-
Woeng et al., 2005).

La production de I’auxine « acide indole-3-acétique » (IAA) par les Pseudomonas
est directement liée au développement de la plante hote sur la croissance et la
ramification des racines et sur la hauteur des tiges (Heurlie et al., 2003). Le tableau 03
montre la stimulation de la croissance des plantes et du rendement des cultures aprés

inoculation de souches de Pseudomonas spp fluorescents.
2.2. Stimulation de la germination

L’une des composantes du rendement agronomique des grandes cultures est la
densité du peuplement végétal. Or, cette densité est liée a la faculté et a I’énergie

germinative des semences.

Certaines souches bactériennes, appartenant en particulier au groupe des
Pseudomonas spp fluorescents, semblent améliorer la germination des graines lorsque
les conditions d’environnement sont défavorables. Ainsi Hofte et al. (1991), ont
enregistré une augmentation significative du taux de germination de semences de mais
soumises au froid apres inoculation de 2 souches de Pseudomonas fluorescents. Digat et
al. (1990), ont montré que certaines souches de Pseudomonas peuvent stimuler
significativement la germination de graines de tomate méme lorsque les conditions

d’environnement ne semblent pas défavorables.
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2.3. Stimulation de ’interaction entre la microflore symbiotique et la plante

haute

Certaines souches de Pseudomonas spp fluorescents stimulent la nodulation des
Iégumineuses. Ainsi, Grimes et Mount (1987) ont montré qu’une souche de P Putida
augmente de fagon significative la nodulation du haricot par Rhizobium. Ces souches
stimulent la croissance racinaires, produisent de [I’acide indole acétique et sont
pectinolytiques. Elles provoguent une augmentation de la masse de nodosités plutét que
de leur nombre (Zablotowicz, in Howell et Okon, 1987). De méme, certaines souches de
bactéries influencent positivement la colonisation racinaire de la plante hote par des
endomycorhizes (von Alten et al., 1991) ou par des ectomycorhizes (Garbaye et Bowen,
1987). Mamoun et Olivier (1992) ont montré que certaines souches de Pseudomonas
spp fluorescents ameliorent la pérennité de I’association symbiotique entre
I’ectomycorhize Tuber melanosporum et le noisetier. Par ailleurs, I’effet bénéfique, de
I’inoculation mycorhizienne sur la plante, pourrait étre stimulé par certaines
rhizobactéries productrices de substances de croissance (Linderman et Paulitz, 1990) et
par les rhizobactéries qui augmentent la solubilité des phosphates dans le sol (RAJ et
al., 1981). Ainsi I’association d’endomycorhizes et de Pseudomonas fluorescents
s’accompagne d’une plus grande stimulation de la croissance de la plante que la seule

inoculation bactérienne ou fongique (Meyer et Linderman, 1986; Oliveira et al., 1987).

De nombreux travaux font état d’une stimulation de la croissance des plantes et du
rendement des cultures aprés bactérisation. Comme en atteste le tableau 03, ces études
ont été réalisées avec des plantes hotes et des conditions expérimentales variées, Il
apparait clairement que I’augmentation de rendement, observée en conditions normales
de production, est toujours inférieure a I’augmentation de croissance des plantes

bactérisées (Lemanceau 1992).
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Tableau 03 : Stimulation de la croissance des plantes et du rendement des cultures
aprés inoculation de souches de Pseudomonas spp fluorescents (Lemanceau, 1992).

Nom scientifique Nom commun Croissance Rendement
Beta vulgaris La betterave 20 a 69 21a77
Brassica Le chou-fleur 22465 7419
campestris
Citrus sp Les agrumes —»116
Cucumis sativus Le concombre 36 a 58
Espécesflorales 18441
Lactuca sativa La laitue 38286
Lycopersicon La tomate 25293
esculentum
Phaseolus le haricot 4228 —> 567
vulgaris
Raphanus sativus les radis 83 a 320 10a11
Solanum La pomme de 47 3500 17 337
tuberosum terre
Triticum sp Céréales 2426

2.4. ROlebiopesticide

Les souches bactériennes appartenant a plusieurs lignées de Pseudomonas dont P.
putida, P. aureofaciens P fluorescens,. et P. chlororaphis possedent des activités de
lutte biologique intrinseque contre une gamme de pathogenes des plantes
économiquement dévastatrice. Cela se produit par la sécrétion d’'une gamme de
métabolites antibiotiques notamment la pyoverdine, phénazines, la pyoluteorin, la
pyrrolnitrine, le cyanure d’hydrogene, les lipopeptides cyclique et les phloroglucinoles
(Haas et Efago, 2005). La capacité de lutte biologique due a la capacité de I'inoculant
microbiens de survivre dans la rhizosphére et de rivaliser avec les populations
microbiennes indigenes ainsi que la capacité a produire des concentrations efficaces de
métabolites antibiotiques (Chin-A-Woeng et al., 2001).

24.1. Luttecontrelesmaladiesbactérienne desplantes

Plusieurs travaux ont été réalisés sur la lutte biologique contre les maladies
bactériennes des plantes par d’autres bactéries qui sont bénéfique pour la croissance des
plantes « PGPR » (Maheshwari, 2010). Le tableau 04 montre les différentes especes et
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souche de Pseudomonas utilisées dans la lutte contre les maladies bactériennes des
plantes.

Tableau 04 : Exemples de suppression des maladies bactérienne par des Pseudomonas
(Maheshwari, 2010).

concombre Pseudomonas syringae pv. Pseudomonas putida 89B-27
soja Pseudomonas syringae pv. Pseudomonas sp.
Po;nme de Erwinia amylovora Pseudomonas fluorescens A506
T;rnrzge Ralstonia solanacearum Pseudomonas sp. (APF1)
eucalyptus Ralstonia solanacearum Pseudomonas fluorescens WCS417r

2.4.2. Luttecontreles maladiesfongiques des plantes

Les champignons pathogenes trouvés sur les plantes peuvent étre classeées en
différents groupes taxonomiques. Quelques agents pathogenes fongiques comme la
rouille, I’oidium et le mildiou sont des parasites obligatoires. Cependant, la plupart des
agents pathogénes des plantes sont nécrotrophes, tuant les tissus des plantes pour leur
nutrition (Waller et Cannon, 2002). Des substances chimiques ou biologiques tres
efficace ont été suggérées pour protéger les plantes contre les pathogenes fongiques.
Récemment, de plus en plus les PGPRs sont largement utilisés dans le contrdle
biologique des maladies fongiques des plantes (Altindag et al., 2006; Lourenco et al.,
2006; Saravanakumar et al., 2007; Akgul et Mirik 2008; Sang et al., 2008; Dutta et al.,
2008) Plusieurs especes de Pseudomonas ont été utilisees pour lutter contre ces
maladies (Maheshwari, 2010). Le tableau 05 montre les especes de Pseudomonas
utilisées pour cette lutte.
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Tableau 05 : Exemples des Pseudomonas utilisées pour lutter conter les maladies
fongiques des plantes (Maheshwari, 2010).

‘ La plante héte L e champignon PGPR ‘

soja Fusarium oxysporium Pseudomonas PMZ2
Pear| millet Sclerosporagraminicola  Pseudomonas fluorescens UOM
Eucalyptus Puccinia psidii Pseudomonas aeruginosa FL2
Eucalyptus Puccinia psidii Pseudomonas sp. MF4
cantaloup Didymella bryoniae Pseudomona sfluorescens
thé Exobasidium vexans Pseudomonas fluorescens Pfl

24.3. Luttecontrelesmaladiesvirales

Les virus sont des parasites obligatoires de taille moins de 200 nm. Les particules
virales, ou virions, sont constitués de segments de double ou simple brin d’ARN ou
d’ADN enfermé dans des structures de protéines, dans certains cas avec des lipides et
substances supplémentaires (Waller, 2002). Jusqu'a présent au moins 700 virus de
plantes ont été découverts, dont plusieurs responsables de maladies catastrophiques et
ont des gammes d’héte trés large. Ils ont été classés en trois familles et 32 groupes
(Martelli, 1992; Waller, 2002).

Certains produits chimiques sont utilisés pour protéger les plantes contre les virus,
car ils inhibent la réplication du virus dans les cultures agricoles et d’autre part
I'utilisation de cultivars génétiquement resistants permet de lutter efficacement contre de
nombreuses maladies virales. des travaux récents sont diriger vers I’utilisation des
PGPR pour la lutte contre les maladies virales et le tableau 06 montre quelques

exemples.
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Tableau 06: Exemples des Pseudomonas utilisées pour lutter conter les maladies
virales des plantes (Maheshwari, 2010).

‘ La plante héte Levirus PGPR

LeTabac mosaique du tabac Pseudomonas B-25
de la tomate

L e Banane maladie de haut P. fluorescens PF1

laféverole mosaigue jaune P. fluorescens FB11

24.4. Luttecontrelesnématodes

Les nématodes parasites des plantes causent des pertes graves des récoltes dans
les zones de production, par exemple, les perte des rendements de la tomate en raison de
nématodes a galles varie de 39,7 a 46,0% en Inde (Reddy, 1985), et sont parmi les
ravageurs agricoles les plus importants (Koenning et al., 1999; Siddiqui et Akhtar,
2008). La lutte contre les nématodes est difficile car la plupart d’entre eux vivent dans
le sol autour et dans les racines des plantes. Durant les derniéres décennies le contréle
des maladies des plantes a été largement basée sur l'utilisation de produits chimiques
(Siddiqui et al., 2001). Bien que les nématicides chimiques sont efficaces, faciles a
appliquer, et montrent des effets rapides, ils ont commencé a étre retirées du marché
dans certains pays développés a raison de préoccupations au sujet de la santé publique
et sécurité environnementale (Schneider et coll. 2003; Nico et al., 2004). La recherche
de nouvelles solutions écologiques pour combatre les populations de nématodes
phytoparasites deviens de plus en plus important (Tian et al., 2007). La lutte biologique
utilisant des antagonistes microbiens est une alternative potentielle a la nématicides
chimiques. Les PGPRs peuvent également étre utilisé pour la lutte biologique des
nématodes parasites des plantes (Burkettcadena et al., 2008). Le tableau 07 montre les

especes de Pseudomonas utilisées pour cette lutte.
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Tableau 07 Exemples des Pseudomonas utilisées pour lutter conter les nématodes
phytopathogénes (Maheshwari, 2010).

‘ La plante héte L e nématode PGPR ‘

Lalaitue et tomate Meloidogyne incognita Pseudomonas sp. W34
Latomate Meloidogyneincognita ~ Pseudomonasfluorescens,
L e banane Meloidogyneincognita  Pseudomonas chlororaphis
Latomate Meloidogyne javanica Pseudomonas aeruginosa

Lapommedeterre  Globoderarostochiensis Pseudomonas oryzhabitans

Lalentille Meloidogyne javanica Pseudomonas putida,

2.4. Stimulation dela croissance des plantes dans les conditions salines

La salinité des sols est I’une des contraintes les plus sévéres de I'environnement
sur les plantes, elle peut causer des déséquilibres et inhibition de la croissance. Les sols
qui contient un taux élevé de Na' présentent des carences en éléments minéraux
indispensables a la croissance des plantes, par exemple, le taux élevé de Na* perturbe le
transport sélectif de certains élément tels que K'et Ca™ au niveau des canaux ioniques

sur les membranes cellulaire des racines.

24.1. L'éthyléneet ACC désaminase

L'éthylene est un régulateur puissant de la croissance végétale qui affecte divers
processus de développement, il est produit presque dans toutes les plantes. L'éthyléne
est impliqué dans la germination des graines, la différenciation des tissus, la formation
des racines et des pousses primordiale, I'élongation des racines, la formation des
bourgeons latéraux, l'initiation de floraison, I’ouverture de la fleur, la maturation de fruit
et la réponse des plantes aux stress biotiques et abiotiques. (Saraf et Tank 2005 ;
McKeon et Yang 1987; Reid, 1987).

Lorsque les plantes sont exposées a des contraintes qui menacent leur capacité a
survivre, le méme mécanisme qui produit de I'éthylene pour le développement normal
produit au lieu de «I'éthyléne de stress», qui peut étre défini comme une surproduction
de [I'éthylene, cette surproduction est associée a des contraintes biologiques et

environnementales qui peuvent stresser les plantes comme I'inondation, les températures
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extrémes, la présence de substances toxiques organiques et inorganiques, les
phytopathogénes, la sécheresse et fortes concentrations en sel (Maheshwari, 2010).
Blumwald (2000) affirme que Le stress de la salinité augmente la production d'éthylene

endogene dans les plantes et sert comme une hormone de stress.

Certaines PGPR sont capables d'inhiber la production de I'éthylene de stress chez
les plantes par hydrolyse de son précurseur, I’ACC «acide 1l-aminocyclopropane-1-
carboxylique » (Glick et al., 1998).

Glick et al. (1998) ont postulé qu'une proportion importante des ACC produite par
les plantes peut étre exsudé des racines des plantes ou de graines et ensuite hydrolysés
par I'ACC désaminase produite par PGPR. L’ACC désaminase produit par les PGPR
abaisse la concentration d'éthylene et empéche I'inhibition de I'élongation des racines

par ce dernier (figure 01).

Plant root cell PGPR

(with high ACC deaminase activity)

PGPR IAA

l AdoMet
ACC
synthase
ACC ACC

ACC
oxidase

{ACC deaminase

Ethylene hydrolyze ACC

Ammonia and
a-ketobutyrate

Fig0l1: Représentation du role de I’ACC désaminase empéchant I'élongation des racines
par I'éthyléne (Glick et al., 1998)

24.1.1. L’effet de PACC désaminase sur la croissance des plantes dans les

conditions salines

Des études récentes ont révélé que les plantes inoculées par des PGPR contenant
I”’ACC désaminase ont pu se développées normalement dans les conditions de salinité,
I'inhibition de la croissance causée par une forte salinité peut également étre atténuée
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par ACC désaminase produit par les PGPR (Maheshwari, 2010). L'absorption et
I'nydrolyse de I'ACC par les PGPR diminuent le niveau du ACC dans les plantes, la
biosynthése de «lI’éthylene de stress» est entravée, ce qui facilite la croissance des

plantes dans les conditions salines (Tank et Saraf, 2010).

Saravanakumar et Samiyappan (2007) ont rapporté que Pseudomonas fluorescens
TDK1 possédant d'activité ACC désaminase améliore la résistance saline de l'arachide
et augmente les rendements observés plus que les arachides traitées par des

Pseudomonas spp. qui manquait d’activité ACC désaminase.

Glick (1998) a également constaté qu’une souche de P. putida GR12-2 a promu la
croissance des racines et des pousses de canola dans des sols salins, mais son mutant

désaminase moins CAC GR12-2/acd68 n’a pas promu cette croissance.
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Chapitre llI Généralités sur la Salinité des Sols

1. Dé&finition dela salinité

La salinité designe la concentration, en volume ou en masse, des sels présents
dans I’eau ou dans le sol. Les principaux ions concernés sont des dérives de sels alcalins
(les cations Na*, Ca?*, Mg®* et K*, et les anions CL, S04, HCO3', CO3%), le processus

de concentration des sels est connu sous le nom de salinisation (Marlet et al., 2005).

Le terme “salure” désigne la concentration en sels solubles rencontrés dans le sol
ou dans I’eau. Salé ou salin: Certains auteurs maintiennent la différence entre ces deux
adjectifs, sachant que *“salé” implique la seule présence du chlorure de sodium, et

“salin” celle d’autres chlorures et sulfates.

La concentration en sels est estimée en mg/l ou en mol/l, mais elle est souvent
estimee par la conductivité électrique de I’extrait de la pate saturéee a 25°C, (CE),
exprimée en deci Siemens par meétre (dS/m) ou en millimhos par centimétre

(mmhos/cm), qui est I’unité traditionnelle équivalente.

2. lessolssalés

La salinisation est le processus par le lequel les sels solubles s’accumulent dans le
sol et elle a été identifiée comme un processus majeur de la dégradation des terres
(USDA, 1998). Les causes techniques les plus importantes a I’origine de la diminution
de la production sur de nombreux périmetres est I’irrigation, particulierement dans les
zones arides et semi-arides. Il est estimé, a partir de diverses données disponibles que :
Le monde perd au moins 3 ha de terres arables chaque minute a cause de la salinité du
sol (Iptrid, 2006)

Un sol est salin si la CE est supérieure a 4mmhos/cm (Richard, 1954), plusieurs
chercheurs divergents sur la valeur seuil de la sensibilité des cultures a la salinité du sol.
Selon Servent (1978), un sol est salin si la CE est supérieure &8 8mmhos/cm par contre

selon Ayers et Westcot (1988), le seuil est fixé a 3mmhos/cm.

3. Lessolssalsodiques

La désignation des sols salsodiques est la nouvelle terminologie qui englobe les
sols salins (présence d’une quantité importante de sels) et les sols sodiques (présence
d’une quantité importante de sodium).
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Selon Maillard (2001), La formation des sols salsodiques est en relation étroite
avec la présence de I’ion sodium Na* sous forme NaCl ou Na,SO4 ou méme sous forme

échangeable.

Les sols salins (Solontchaks) sont riches en sels de sodium neutres (NaC1, Na,SO,)
et contenant également des quantités appréciables d’ions chlorites et de sulfates de
sodium, calcium et magnésium. Ces sols sont généralement dominants dans les
régions arides et semi arides.

Les sols alcalins (Solonetz) sont riches en sodium échangeable et en revanche
pauvres en sels solubles (sels alcalins, carbonates et bicarbonates de sodium
principalement). Les sols alcalins se trouvent plutot dans les zones semi-aride et
sub-humide.

4. Classification des sols salsodiques

La classification des sols sodiques est délicate du fait des variations saisonnieres
ou sous I’action de I’homme. En particulier, dans ce dernier cas, elles peuvent étre
extrémement importantes comme dans les sols trés sableux des oasis dans les zones
sahariennes. Dans certaines classifications ils sont considérés des le niveau supérieur

(Classification russe, frangaise); dans d’autres a un niveau beaucoup plus bas.
4.1. Classification francaise C.P.C.S (1967)

La classification Francaise parait la plus appropriée dans les zones arides et en
particulier pour les sols salés (Halitim, 1988). Dans cette classification les sols salés
sont ranges dans la classe des sols salsodiques, elle — méme subdivisée en deux (02)

sous classes :
4.1.1. Sous classe des sols sodiques a structure non dégradeée::

Ce sont des sols salins (solonchak), soumis a I’influence d’une nappe salée peu
profonde, riches en sels de sodium, caractérisés par une conductivité électrique

supérieure a 4 mmhos/cm (Duchauffour, 1988).
4.1.1.1. Solssalinsa complexe calcique (solontchaks) :

Trés fréquents en Algérie (FAO, 2005), caractérisés par : ESP(15% et un profil

peu différencié.
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Ils se rencontrent dans les zones steppiques ou désertiques dans les quelles des
nappes salées contiennent a I’instar des sels solubles, une quantité importante de

calcium qui alimente le profil (Halitim, 1973).

4.1.1.2. Solssalinsa complexe sodique (Solontchak sodique) :

Ce type de sol est caractérisé par un ESP) 15% se rencontre en bordure de mer, ou
dans les lagunes cotiéres, sa structure tend a se dégrader et devient poudreuse
(Duchauffour, 1988).

4.1.2. Sous classe des sols sodiques a structure dégradée :

Ce sont des sols alcalins, et une structure détruite (Duchauffour, 1976). Selon
Duchauffour (1988), on distingue trois (03) groupes selon les étapes d’évolution des
profils :

4.1.2.1. Solsalcalinsnon lessives (stontchaks solonetz) :

Leur profil est de type AC ou A (B) C. lIs sont fréquents en Algérie (Durand,
1983).
4.1.2.2. Solsalcalinslessivesdetype ABC.

L’horizon de surface A, pauvre en argile (migration par I’effet de lessivage)
(Duchauffour, 1983). Ces sols existent en Algérie, mais sont trés localisés dans les
zones humides (Durand, 1983).

4.1.2.3. Solsalcalinsdégradés (Solods) :

Présentent une structure dégradée complétement en surface avec un pH de 4 a 5

en profondeur un pH élevé de 9 a 10.
4.2. Classification Américaine (U.S.D.A. 1975)

Cette classification se base sur des caracteres morphologiques avec des horizons
d’accumulation de carbonate, des sels solubles du gypse et ou des horizons (couches)
cimentées On appelle des horizons diagnostiques argilliques ou natriques présentant des
valeurs de SAR> 13% ou Na/T> 15%. La présence de I’horizon natrique permet de
définir 12 groupes de sols dans les trois ordres: alfisols, aridisols et mollisols; I’horizon
salique, un seul groupe celui des salorthids. Les caractéres de salure et d’alcalisation

interviennent par contre plus souvent au niveau des sous-groupes.
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4.3. Classification F.AO

La plupart des sols salés du Maghreb sont des Solontchaks. Ils peuvent étre
classés comme orthiques, gleyiques, ou parfois, takyriques. Les Solonetz y sont
rarement représentes. Par contre, les phases salines et natriques y caractérisent des sols

sur de grandes étendues.

5. Facteursdela salinisation des sols
5.1. Lasalinisation primaire:

Elle provient de I’altération de la roche mere saline par les facteurs d’érosion
(Duchaufour et al., 1979). Le processus d’altération chimique, qui implique hydrolyse,
hydratation, solution, oxydation et carbonatation, les sels sont libérés progressivement
avant de subir une solubilisation. Cependant les causes premiéres de salure sont
fréguemment éloignées dans I’espace, du territoire prospecté, dans la plupart des cas, les
sels sont apportés au sol par I’eau qui contient des sels solubles dont la nature et la
concentration dépendent des matériaux géologiques avec lesquels I’eau a été en contact
(Duchaufour et al., 1979).

5.2. Lasalinisation secondaire;

C’est un processus d'enrichissement d’un sol en sels solubles cause par
I’approvisionnement en eau par I’irrigation et qui aboutit a la formation d’un sol salin.
L’irrigation altére le bilan hydrique du sol en générant un apport d’eau supplémentaire ;
cet apport est toujours associé a un apport de sels. En effet, méme une eau
douce de meilleure qualité contient des sels dissous, et si la quantité de sels apportee
par cette eau peut sembler négligeable, les quantités d’eau apportées au fil du temps
entrainent un dép6t cumulé de sels dans les sols qui peut s’avérer considérable (Iptrid,
2006).

Selon Stitou et Gallez (1982) Le degré avec lequel s’opere la salinisation dépend

de deux facteurs:

La composition de cette eau, qui a son tour est en fonction de la teneur en sel du sol
et des matériaux geologiques avec lesquels elle a été en contact ;
Le bilan entre I’apport d’eau d’irrigation a la surface du sol et le déplacement de

I’eau de drainage de la limite inférieure du profil.
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En outre, les nappes des zones arides et semi-arides véhiculent des eaux souvent
chargées en sels solubles, la source la plus importante de ces sels reste I’eau
d’irrigation. Ainsi I’augmentation du niveau de la nappe phreatique, due a I’irrigation,
favorise I’accumulation des sels en surface et ce, suite a une évapotranspiration intense
(Stitou et Gallez, 1982),

5.3. Conditionsclimatiquesdela salinisation

Le climat aride et semi aride favorisent I’accumulation des sels dans le sol ou le
lessivage et le transport des ces sels est faible. Ce type de climat est caractérisé par une
saison humide courte a régime pluviométrique irrégulier et insuffisant suivit d’une
saison seche, chaude, ensoleillé et prolongée, provoquant une évaporation intense
accélérant I’acheminement des eaux chargées de sels par capillarité de la nappe salée
vers la surface du sol. Les eaux vont étre évaporées et les sels s’accumulent (Halitim et
al., 1983).

6. Mesuredela salinité
6.1. Conductivitééectrique

La conductivité électrique traduit la capacité d’une solution aqueuse a conduire le
courant électrique. La conductivité est directement proportionnelle a la quantite de
solides (les sels minéraux) dissous dans I’eau. Généralement, le rapport entre

conductivité et concentration ionique s’exprime par approximation de la fagon suivante:

1mmhos/cm = 640mg de sels a 25°C.

Echelle de salure en fonction de la conductivité électrique de la pate saturée US
SALINITY LABORATORY.

Degr és de salinité Non salé Peu salé Tréssalé | Extréme
ment salé
CE de ’extrait de la pate 042 2234 438 8416 >16
datur ée (mmhos/cm)
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6.2. sodicité

Selon Gupta et Abroul (1990) La sodicité décrit la quantité du sodium en exces
par rapport aux cations calcium et magnésium, qui eau, peuvent étre tolérés en
relativement grande quantité dans I’eau d’irrigation et exprime I’équilibre entre le cation
monovalent Na'et les principaux cations bivalents Ca™ et Mg, il est définit par la
relation :

[Nat]

([Ca+2]+[Mg+Z])
2

SAR =

Ou [Na'], [Ca*’] et [Mg*?] désignent respectivement les concentrations des
cations Na, Ca et Mg, exprimées en meg/I.

Le SAR est un parameétre qui prend en compte uniquement les cations et ignore
I’alcalinité causée par les anioniques.

Classe de risque en fonction du SAR (Gupta et Abroul, 1990):

Clqssede risque faible risque risque éevé r|sq'uet'res
moyenne elevé
SAR SAR< 10 10 <SAR<18 18 <SAR < 26 SAR> 26
6.3. Pour centage de sodium échangeable (ESP)

L’ESP est le pourcentage de sodium échangeable par unité de masse de sol, PSE

ou ESP comme indicateur de sodicité. 1l est defini de 1a fagon suivante:

[Nat]
CEC

ESP =100 x

Ou CEC désigne la capacité d’échange cationique en meqg/100 g de sol et [Na']
est la concentration du sodium en meq/l00g. Le SAR a remplacé I’ESP habituellement
employe pour I’étude de la sodicité, car I’ESP nécessite des mesures au laboratoire

relativement délicates et souvent non fiables (Jurinak et Suarez, 1990).

La limite de classe pour I’ESP (Jurinak et Suarez, 1990):

limites des Légere Alcalinité Alcalinité Alcalinité

classes alcalinité modér ée grave tréesgraves
ESP en % ESP<5 S5<ESP<20 20<ESP<45 ESP>45
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D’aprés Mclintyre (1979) un sol est dit sodique lorsque son ESP est supérieure a
15 %. Cette valeur est souvent critiquée par les chercheurs qui montrent que la structure

du sol se dégrade pour des valeurs de 5-6%.

Certains auteurs définissent des seuils de sodicité (en ESP) par type d’argile.
Richards (1954) suggére, par exemple, les valeurs seuils de 5% pour les illites et 13%

pour les montmorillonites.
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Chapitre IV Effet de la Salinité sur les Plantes

Les effets de la salinité sur les plantes sont complexes et ses consequences
incluent la toxicité par les ions (Pang et al.,2007), le déficit hydrique (Desclos et
al.,2008)., la déficience et le déséquilibre nutritifs. La grande majorité des stress salins
est provoquée par des sels de sodium, particulierement le NaCl. De ce fait, les termes
halophytes et glycophytes font essentiellement référence aux stress provoqués par un
exceés de Na* (Gregory., 2005).La premiére difficulté d’une plante en milieu salin est
d’assurer son apport en eau. Pour cela, il faut que la plante puisse ajuster la pression
osmotique de ses tissus par rapport a la pression osmotique du sol. Ce phénomeéne
nommé I’épictése, permet donc a la plante d’assurer une hypertonie constante (Heller et
al., 2004). A I’échelle agronomique, les risques de salinisation varient de 4 a 16
mmhos/cm. A partir de 8 mmhos/cm, la plupart des plantes cultivées ont leurs
rendements fortement abaissés par la salinité. Seuls les végétaux halophiles prospérent
dans des milieux a salinité supérieure & 16 mmhos/cm (Kenfaoui., 1997). .Durant le
début et le développement du stress salin a l'intérieur de la plante, tous les processus
majeurs tels que : la photosynthése, la synthese des protéines, le métabolisme
énergétiques sont affectés. La premiére réponse est la réduction de la vitesse d’extension
de la surface foliaire, suivi par l'arrét de I'extension avec l'intensification du stress.
(Parida et Das, 2005).

1. Action desd sur lacroissance et le développement

La réponse immédiate du stress salin est la réduction de la vitesse de I'expansion
de la surface foliaire ce qui conduit a l'arrét de I'expansion si la concentration du sel
augmente (Wang et Nil, 2000). Le stress salin résulte aussi dans la diminution de la
biomasse seche et fraiche des feuilles, tiges et racines (Chartzoulakis et Klapaki, 2000).
Les sels solubles peuvent empécher les racines d’absorber I’eau et les éléments nutritifs
et, ainsi, restreindre la croissance des plantes cultivées, d’ou un rendement plus faible
(Wiebe et al., 2001). La salinité accrue est accompagnée par une réduction significative
dans la biomasse racinaire, la hauteur de la plante, le nombre de feuilles par plante, la
longueur des racines et la surface racinaire chez la tomate. Le taux éleveé de NaCl se
manifeste par une faible croissance dans la biomasse des racines, tiges et feuilles et une
augmentation dans le ratio partie racinaire/partie aérienne chez le coton (Meloni et al.,
2001).
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1.1. Impacts de la salinité sur I’eau dans la plante

Le stress salin induit des changements au niveau du statut hydrique de la plante
(Hasegawa et al, 2000 ; Fricke et Peters, 2002). Le stress salin réduit le contenu relatif
en eau des feuilles (Albouchi et al, 2003). Il diminue la transpiration (Rengasamy,
2006), I’absorption hydrique par les racines, ce fait a été établi chez des plantes de
résistance différentes (Snoussi et al, 2004).

1.2. Sur P’anatomie des feuilles

La salinité cause une augmentation de I'épaisseur de I’épiderme, I'épaisseur du
mésophylle, la longueur des cellules palissadiques le diamétre des cellules palissadiques
dans les feuilles de I’haricot, du coton et de I’atriplex. La salinité réduit aussi I’espace
intercellulaire dans les feuilles. L'épaisseur du mésophylle et de I’épiderme ainsi que
I’espace intercellulaire diminuent significativement dans les feuilles traitées avec le
NaCl de la mangrove B. parviflorai. Le stress salin cause le développement de la
vacuolisation et un gonflement partiel du réticulum endoplasmique, le gonflement de la
mitochondrie et la vésiculation et la fragmentation du tonoplaste en plus de la
dégradation du cytoplasme par le mélange de la matrice cytoplasmique et vacuolaire des

feuilles de la patate douce (Ipomoea batatas) (Parida et Das, 2005).
1.3. Sur laphotosynthése

L’exces de sel devient toxique a un certain degré et accéléere la sénescence naturelle des
feuilles, en réduisant la capacité photosynthétique causé par la fermeture des stomates
qui limite I’entrée du CO2 (Zhu,2001; Munns,2002), La salinité affecte I’ultrastructure
des chloroplastes (Ackerson,1981) et plus particulierement celle des granas (Rahman,
2002).

1.4. Sur leslipides

Les lipides sont la source la plus efficace du stockage de I’énergie, ils
fonctionnent comme des isolateurs des hormones et organes délicats, et jouent un role
important comme des constituants  des structures de la plupart des cellules
membranaires (Singh et al, 2002). Ils ont aussi un réle vital dans la tolérance a
différents stress physiologiques chez wune variété d’organismes comme les

cyanobactérie. L’insaturation des acides gras contrecarre le stress salin ou hydrique. Wu
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et al, (1998) ont analysé le changement de la composition des lipides soumis a un stress
salin dans la membrane plasmique des racines chez Spartina patens et ont rapporté que
les pourcentages molaires des stérols et les phospholipides diminuent avec
I’augmentation de la salinité, mais le ratio stérols/phospholipides n’est pas affecté par le
NaCl.

15. Sur I’absorption minérale

L’ absorption a haute concentration de NaCl engendre une competition entre les
élément minéraux, spécialement le Na*, ce qui conduit a une déficience minérale des
autres éléments. Le traitement accru de NaCl induit une augmentation dans le taux du
Na" et CI' et une diminution dans le taux du Ca **, K * et le Mg ?* chez de nombreuses
plantes (Khan et al., 2002). La salinité fait augmenter le contenu de Na *, Ca %" et Cl -
chez Viciafaba L et le rapport K" /Na". Les effets nutritionnels de la salinité incluent les
deux actions primaires du sel sur les plantes: la toxicité directe due a I'accumulation
excessive des ions Na* et CI” dans les tissus et un déséquilibre nutritionnel provoqué par
I'excés de certains ions. L’accumulation des ions Na* dans la plante limite I'absorption
des cations indispensables tels que K* et Ca #*. 1l y aurait une compétition entre Na* et
Ca”* pour les mémes sites de fixation apoplasmique. L'accumulation des ions Na*
affecte I'absorption de K™ et ceci en fonction de la concentration du premier élément,
cependant, la présence de Na* en faible concentration peut augmenter I'absorption de K*

, tandis qu'une concentration élevée en Na* diminue.
1.6. Effet delasalinitésur les enzymes antioxydants

Les effets inhibiteurs imposés par la salinité sur le processus de la germination
peuvent étre également expliquée par [Paltération de [I’activité enzymatique,
indispensable a la réactivation cellulaire pendant cette phase. Ainsi la salinité inhibe
I'activite de plusieurs enzymes (Blum, 1988 ; Larcher, 1995).La réponse aux stress chez
un organisme fait intervenir un grand nombre d’enzymes, telles que la superoxyde
dismutase, les peroxydases, la catalase et la glutathion réductase (Pelmont, 1995 ;
Vincent, 2006). Les composés réduits de I’oxygene ont une chimie tres étendue, sont a
I’origine d’effets mutagenes et entrainent des altérations sur les protéines et les lipides.
Pour faire face a ces inconvénients, les cellules vivantes se sont dotées de plusieurs

armes efficaces pour éliminer les réactifs EAO. Ces mécanismes peuvent étre divisés en
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deux catégories selon qu’ils impliquent des enzymes de fagon directe ou indirecte (Sofo
et al, 2004).

2. Effet delasalinitésur lesglycophytes et les halophytes

Les halophytes sont des plantes capables de réaliser leur cycle entier en survivant
dans des conditions salines, ils s’opposent aux glycophytes, plantes des milieux non
salés par leur morphologie (feuilles, tiges) et par leurs caractéres physiologiques
(pression osmotique, résistance a la nature et a la concentration des sels) (Genoux et al.,
2000). Bien que certaines halophytes puissent résister a d’importantes accumulations de
sel ; d’autres ne peuvent se développer complétement qu’en présence de fortes
concentrations salines, ce sont des halophytes obligatoires considérées comme étant
«halophiles» qui signifie plantes aimant le sel (Genoux et al. 2000). La grande majorité
des stress salins est provoquée par des sels de sodium, particulierement le NaCl. De ce
fait, les termes halophytes et glycophytes font essentiellement référence aux stress
provoqués par un excés de Na'. Une plante halophile obligatoire ne peut pas se
développer sans un exces de sel alors qu’une plante halophile facultative se développera
normalement dans des conditions non stressantes. A I’inverse, une plante glycophile
obligatoire ne se développera jamais en présence d’un exces de sels. (Tester et
Davenport, 2003).

3. Tolérancedesplantesalasalinité
3.1. Régulation ionique et compartimentation

L'absorption ionique et la compartimentation sont importantes non seulement pour la
croissance normale mais aussi pour la croissance sous des conditions de salinité (Parida et
Das, 2005) parce que le stress perturbe I'homéostasie ionique. Les plantes qu'elles soient
glycophytes ou halophytes, ne peuvent tolérer une grande quantité de sel dans le
cytoplasme, et par conséquent sous des conditions de salinité, elles limitent I'excés de sel
dans la vacuole ou compartimentent les ions dans différents tissus pour faciliter leurs
formes métaboliques (Zhu, 2001). Les glycophytes limitent I'absorption ou la
translocation du sodium dans les tissus agés qui servent de compartiments de stockage qui
sont éventuellement sacrifiés. La suppression du sodium du cytoplasme ou la
compartimentation dans les vacuoles est réalisée par des enzymes induites par le sel: le
transporteur membranaire (antiport) Na * /H * (Parida et DAS, 2005) (Figure.3).
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Fig. 03 : Régulation et compartimentation ionique (Mehdi, 2008).

3.2. Accumulation de proline

L'accumulation de proline est I'une des manifestations les plus remarquables du
stress salin et hydrique (Belkhodja, 1996 ; Chen et Murata., 2002 ; Di Martino et al,
2003). Le role de la proline dans la résistance au stress salin n'est pas encore élucidé. Il
peut s'agir d'un osmoticum dont lI'accumulation cytoplasmique permet de neutraliser les
effets ioniques et osmotiques de I'accumulation du sel dans la vacuole (Rontein et al,
2002). Selon un autre point de vue, I'accumulation de la proline n’est pas une réaction
d'adaptation au stress, mais plutdt le signe d'une perturbation métabolique (Dix et
Pearce., 1981). L'accumulation de proline en présence de Na ClI est plus faible chez les
especes sauvages tolérantes que chez I'espéce cultivée sensible, ceci laisse penser que la

proline ne joue pas un réle essentiel dans la resistance au sel (Naidoo, 2001).
3.3. Autresmodesdetolérance ala salinité

L’accumulation des sucres solubles est trés prononcée chez les plantes soumises
a la contrainte saline, ces sucres ont pour role I’établissement du I’équilibre osmotique
(Balibrea et al, 2000 ; Munns, 2002 ; Gregory, 2005). Parmi les Hormones on cite
I'acide abscissique (ABA), synthétisé en réponse a I'effort de sécheresse et de salinité est
connu pour induire la fermeture des stomates et pour réduire la perte d'eau par

transpiration. L'’ABA régle également la croissance de plantes et les processus
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développementaux, tels que la maturation d’embryon, sement la dormance, et
I'adaptation au stress salin (Leung et Giraudat, 1998; Finkelstein, 2002). Parmi les
divers phytohormones, L'’ABA semble jouer le role le plus important dans la commande
la réponse des stomates (Dodd, 2003 ; Yu et al, 2005). Des nombreuses études récentes
indiquent un effet coopératif entre L'’ABA et d'autres phytohormones en réponse aux
contrainte saline tel que I’éthyléne (Lovegrove et Hooley,2000) .Un apport exogéne de
I’acide salycilique sur les jeunes plantes d’Atriplex halimus a diminué les effets nocifs
de la salinité (Boukraa, 2008).L'éthylene regle de nombreux processus métaboliques y
compris la germination de graine, le développement des racine, des feuilles et la
sénescence et l'abscission des fleurs, la maturation du fruit, le nodulation, et les
réponses des plantes a une grande variété de stress (Bleecker et Kende,2000), Bien que
son rble dans la fermeture des stomates a été suggéré (Giulivo,1986). Dans des
conditions de stress salin ou hydrique, les niveaux endogenes accrus d’ABA limitent la
production d'éthylene et ainsi maintenir le rapport adéquat de croissance pousses/
racines (Sharp, 2002).Un autre mode de tolérance qui est I’ajustement osmotique est
défini en tant qu'abaissement du potentiel osmotique dans le tissu végétal di a
I'accumulation des corps dissous compatibles qui peuvent agir en tant qu’osmolytes
cytoplasmiques facilitant I’absorption et la conservation d’eau mais également comme
protecteurs et stabilisateurs des macromolécules et des structures cellulaires (Bohnert et
Jensen,1996 ; Di Martino et al.,2003).
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Fig. 04 : Role de I’acide abscécique dans la réponse au stress salin (anonyme, 2008).
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4. M écanisme de Tolérancevis-a-visla salinité

Beaucoup d'informations sont disponibles sur les adaptations morphologiques et
anatomiques en réponse a la salinité (Poljakof-Mayber., 1975). Les plantes poussant
dans les conditions ou le sol est affecté par la salinité subissent des perturbations d'ordre
physiologique et biochimique (Ben Naceur et al, 2001). La réponse au sel des especes
végetales dépend de l'espece méme, de sa variété, de la concentration en sel, des

conditions de culture et du stade de développement de la plante.
La plante peut s'adapter au stress salin de différentes maniéres:
4.1. L'exclusion

La plante empéche le sel de remonter jusqu'aux feuilles. Une premiére barriére existe au
niveau de I'endoderme, couche interne des cellules de la racine, ainsi que le transport
sélectif permet d’adsorber les ions nutritifs utiles et de réexcréter les ions Na* (Genoux
et al, 2000).

4.2. L'inclusion

La plante capte le sel qui parvient aux feuilles au méme titre que I'eau par le mouvement
ascendant de la seve dans les vaisseaux, le sel est alors stocké dans les vacuoles grace a
des systemes de pompes moléculaires et ainsi le sel est isolé des constituants cellulaires
vitaux (Berthomieu et al., 2003). La résistance des plantes a la salinité est définie par
Shannon et Grieve (1999) comme étant la capacité inhérente des plantes a résister aux
effets des concentrations élevees en sels dans le profil racinaire ou sur les feuilles sans
subir des effets nuisibles significatifs. la tolérance a la salinité comme étant la capacité
des plantes d'accroitre et d’accomplir son cycle de vie sur un substrat qui contient des
concentrations élevées en sels solubles. Dans cet habitat la plante doit répondre a deux
exigences: l'adaptation osmotique et l'acquisition des éléments minéraux dont elle a
besoin pour la croissance et le fonctionnement du métabolisme (Shannon et Grieve,
1999).
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5. microorganismes des sols salins

Les microorganismes montrent des réponses trés différentes selon la concentration
en sels nécessaires a leur croissance optimale, plusieurs groupes physiologiques de

microorganismes sont considerés:

Non halophiles nécessitent moins de 1% de NaCl ;

Halotolérante non halophiles micro-organismes qui peuvent tolérer des
concentrations de sel élevées, dans certains cas jusqu'a 25% de NaCl ;

Les halophiles Iégere poussent mieux dans les médias avec 1 a 3% de NaCl ;

Les halophiles modérés croissance optimale dans les médias avec 3-15% de NaCl ;
Les halophiles extrémes se développent mieux dans un milieu contenant 15 a 25%
de NaCl et sont capables de croitre, méme a des concentrations salines saturées
(Kushner et Kamekura 1988).

Tous ces groupes peuvent coexister et I’explication de ce phénoméne est
I'hétérogénéité des habitats du sol, ou la salinité peut changer de fagcon marquee dans
I'espace et dans le temps. Comme conséquence de cette héterogénéité, les organismes
halophiles peut périodiquement é&tre éliminés et les types euryhalines plus
systématiquement favorisée. La plupart des bactéries halophiles et modérément
tolérantes isolés et décrits dans les sols salins sont des bacteries hétérotrophes. (Dion et
Nautiyal, 2008).

5.1. Rhizobactériesdes solssalins

La composition microbienne de la rhizosphere, en raison de diverses interactions
plantes-microbes, différe souvent beaucoup de celle du sol environnant et de I’espece
végétale (Tripathi et al., 2002). La salinité cause une grande perturbation a I’interaction
plante-microbe dans les écosystemes dégradés, il est rapporté que la formation de
nodules dans I’interaction légumineuses-Rhizobium est plus sensible au stress salin que
les rhizobiums eux-mémes (Zahran, 1991). Les souches Pseudomonas Alcaligeneset P.
pseudoal caligenes ont été isolées des sols salins et ont été trouvées capables de fixer
I'azote atmosphérique et de solubiliser des phosphates en présence de sels (Oren, 1994 ;
Kamekura, 1998 ; Loganathan et Nair, 2004).
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La colonisation bactérienne des racines dépend des facteurs biotiques et
abiotiques tels que les exsudats racinaires, la concurrence, les nutriments, le pH, la
température et la concentration en sels. Les bactéries Tolérantes aux sels présentent de
nombreux mécanismes de [I'exploitation de leurs environnements et difféerent
grandement dans leurs capacités biochimiques a utiliser les différents réservoirs de

carbone organique comme sources d’énergie et de la nourriture (Van Veen et al., 1997).
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Chapitre | Matériels et Méthodes de travail

|I. Caractérisation de la zone d’étude

L’objectif de ce travail est de caractériser les sols salés de la zone de la plaine de
la Mina de Relizane a fin d’isoler les bactéries du sol.

1. Etudepréiminaire

Cette phase consiste :

1.1.a la consultation des documents de base et a rassembler le maximum
d’informations et tous les travaux a caracteres techniques qui pourront nous
étre utiles pour le choix du profil type représentant la zone d’étude.

1.2.a regroupé des données climatiques, des donnees topographiques,
géomorphologiques et des informations sur I’occupation des sols.

2. Prospection sur terrain
2.1. Prospection dereconnaissance

Cette opération a pour but de déterminer les limites définitives de la zone a
étudier ainsi que la compréhension du degré de complexité du milieu naturel afin de

préciser les moyens a mettre en ceuvre.

Dans une premiére prospection, notre objectif était de comprendre le milieu
naturel, en étudiant la zone dans son contexte, on a déterminé les limites définitives en
utilisant d’abord la carte de salinité de la région et vérifiant les pourtours de la zone

d’étude en parcourant toute la zone.

Aussi, on a pu comparer et relier les données sur la topographie et la

géomorphologie.

Nous avons procédée a I’observation et a la description de tout le paysage de
maniere a dégager les relations entre la morphologie et les critéres suivants I’aspect de
surface, la charge caillouteuse, la texture, les affleurissances des sels et le couvert

végetal mise en place.

21.1. Criterede choix du profil pédologique

Apres délimitation de I’unité pédologique vient le choix de I’implantation du

profil type, en tenant compte de la geomorphologie, de la géologie, de la vegétation et
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les conditions climatiques. Cette description consiste dans la caractérisation du profil

dans son milieu naturel (environnement et caracteres intrinséques).

2.1.2. Etude morphologique stationnelle

Pour bien caractériser notre profil pédologique, on a retenu comme criteres
essentiels : la profondeur, la charge caillouteuse, la couleur, la texture, la structure, le
calcaire total et sa répartition dans le profil, I’aspect de surface, matiére organique,

activité biologique et enfin drainage interne et externe du sol.
3.  Analyses physico-chimiques des sols

Les échantillons prélevés ont fait I’objet de plusieurs analyses physiques et
chimiques, nécessaires pour la classification des sols. Ces analyses sont effectués au
niveau de laboratoire de I’institut national des sols et d’irrigation et drainage de

Relizane.

3.1. Analysesphysiques

3.1.1. Granulométrie

La granulométrie est realisee selon la méthode internationale a la pipette de

Robinson.

3.1.2. MesuredupH

Le pH est mesuré de I’extrait de la pate saturé apres quatre heures de repos. La

lecture se fait a I’aide d’un pH-metre préalablement étalonné .

3.2. Analyseschimiques
3.2.1. Calcairetotal : méthode de calcimétrede Bernard

Le calcaire total est analysé selon le principe de la réaction caractéristique de
carbonate de calcium au contact de I’acide chlorhydrique, il s’agit de comparer le
volume de CO, dégagé par le contact d’HCI avec un certain poids connu de terre. Le

volume de CO, dégagé est proportionnel a la teneur en carbonate de calcium.
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3.2.2. Calcaireactif

Le dosage du calcaire actif est basé sur la propriété du calcaire a se combiner a

I’oxalate d’ammonium. L’exces de ce dernier est titré par manganimétrie.

3.2.3. Carboneorganique

le dosage du carbone organique est réalisé selon la méthode d’Anne, le carbone
est oxydé par le bichromate de potassium en presence d’acide sulfurique. L’exces de
bichromate est titré par le sel de Mhor en présence de dipliénylamine et le fluorure de
sodium. La quantité réduite est proportionnelle a la teneur en carbone organique, ce

dernier est lié a la matiere organique par la relation suivante :

MO(%)=1.72xC(%).
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1. Analyse microbiologique des sols

1. Echantillonnage du sol

Le prélevement des quatre echantillons est fait selon la carte de salinité et a I’aide
d’un GPS a partir des zones a degrés de salinité suivants (de0a2;2a4;4a8etde8a

16mmhos/cm) chaque échantillon du sol est prélevée a 10 cm de profondeur.
Dosage de I’humidité

Pour la détermination du taux d”humidité on pese 10g de sol. Cette quantité du sol

est mise dans une étuve a 105°C pendant 24h

2. Dénombrement des bactéries

2.1. Préparation dessuspensionsdilutions

Les étapes réalisées pour chaque échantillon sont les suivantes :

On peése 1g de chaque échantillon de sol on le mit dans un tube a essai contenant
10ml d’eau distillée stérile
On prépare une série de dilutions de 10™ allant jusqu'a 10°®

2.2. Ensemencement

Chaque dilution est ensemencée en surface dans des boites Pétri contenant la

gélose nutritive (Annexe A). L’incubation des boites est effectuée a 30°C pendant 48h.

3. Isolement, purification et conservation des Pseudomonas

A partir des dilutions préparées précédemment on fait des ensemencements en
surface dans des boites Pétri contenant le milieu king B (Annexe A).

A partir des boites retenues, on a selectionné les colonies qui ont une fluorescence
jaune verdatre que I’on effectue une purification par la méthode dite « stries simples »
sur le méme milieu (king B) pour obtenir des souches pures. Ces souches vont étre

conserveées a 4°C.
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4, | dentification desisolats de Pseudomonas
4.1. Etude macroscopique

Cette étude est réalisée par observation a I’eeil nu de la taille, la forme, la couleur,

et I’aspect des colonies.

4.2. Etude microscopique

Cette étude est réalisée par I’observation sous microscope optique de la forme de

la disposition des bactéries a la suite d’une coloration de Gram.

4.3. Etude biochimique et physiologique
431 TestdeRM

Le test de rouge de méthyle est une réaction utilisée pour mettre en évidence la

voie fermentative des acides mixtes.

On ensemence largement un tube Clark et Lubs et on in cube a 30°C pendant 24h.
La lecture est faite apres I’addition de 2 a 3 gouttes du rouge de méthyle. Le test est

positif si la couleur rouge apparit.

43.2. TestdeVP

La réaction de Voges Proskauer consiste a maitre en évidence la production

d’acétone par une réaction colorée.

Le tube contenant du milieu Clark et Lubs est ensemence et puis incuber pendant
24h a 30°C.

La lecture se fait par I’addition de 5 gouttes d’alpha naphtol (VP1) et le méme

volume d’hydroxyde de potassium (VP2).

Apreés une agitation, on attend quelque minute jusqu’a une heure, si la couleur

devient rouge le test est VP+.

43.3. Catalase

Ce test permet de mettre en évidence une enzyme respiratoire présente chez les
bactéries a métabolisme oxydatif, cette enzyme permet d’empécher I’accumulation

d’eau oxygené.
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Sur une colonie jeune de 24h on dépose une goutte d’eau oxygéne, I’apparition de
bulles par dégagement d’oxygene signifie la présence de la catalase.

43.4. Mobilitéet fermentation du mannitol

Un tube de milieu mannitol mobilité est ensemencé par piqure centrale jusqu’au
fond du tube et incuber pendant 24h a 30°C si le milieu devient jaune la bactérie est

mannitol (+).
4.35. Croissancea4°C et a42°C

Des stries seront réalises sur le milieu gelose nutritive, ensuite on incube pendant

48h a 4°C et a 42°C. La lecture se base sur la présence ou I’absence de croissance.

4.3.6. Recherchedelalécithinase

Cette recherche est utilisée pour différencier entre P. fluoresens qui est Iécithinas
(+) et P. putida. Les souches sont ensemencees en touches dans des boites Pétri
contenant la gélose nutritive & base de jaune d’ceuf (Annexe A). L’incubation se fait a
30°C pendant 30h. Si un halo opaque est observé autour de la colonie, alors la bactérie

est dite lécithinase (+).

4.3.7. Hydrolyse de I’amidon

Le milieu amidon est préparé par I’addition le I’amidon a raison de 10g/l au
milieu gélose nutritive. Les souches sont ensemencées en touches et I’incubation se fait
a 30°C pendant 48h, on peut rendre la lecture plus nette en versant sur le milieu quelque
gouttes de lugol, si le pourtour de la colonie devient bleu alors la bactérie est dite

amidon négative.

4.3.8. Hydrolysedelagéatine

On ajoute de la gélatine au milieu GN a raison de 4g/l. les souches seront
ensemencées en touches et puis incuber a 30°C pendant 48h. On verse en suite sur la
surface du milieu de culture une solution diluée de 0,1g/l de CuSO,. S’il y a apparition
d’une zone claire autour de la colonie, la bactérie est dite gélatine (+), et en absence de

cette zone la bactérie est dite gélatine (-).
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4.3.9. Production despigments

L’élaboration des pigments est influencée par la composition du milieu, ce qui
justifie I’utilisation de deux milieux différents. King A (Annexe A). Sera utilisé pour la
recherche de la pyocyanine (a cause de la présence d’ions inorganiques). Le King B
milieu favorable pour la production de la pyoverdine (a cause de sa teneur élevée en

phosphate).
4.3.10. Croissance dansdifférents degrésde salinités

On ajoute des concentrations croissantes de NaCl a la gélose nutritive (2,5; 5; 5,5;
6; 6,5; 7; 7,5; 8 et 9% de NaCl) les bactéries seront ensemencées en stries a la surface
du milieu, ensuite on incube pendant 48h a 30°C. La lecture se base sur la présence ou

I’absence de croissance.

5. Détermination du pouvoir antagoniste des souches

Pour déterminer la compétitivité des isolats on doit effectuer un test
d’antagonisme entre les souches de Pseudomonas isolées et des especes a pouvoir

compétitif connu.

5.1. Isolement d’un champignon pathogéne de la féve (Vicia faba)

A partir des plantes de la féve qui présentent des symptdémes des maladies
fongiques on a pris des feuilles malades, les parties atteintes ont été désinfecter par I’eau
de javel diluée a 25% pendant 15min puis rincés cing fois par I’eau distillées stérile, les
morceaux sont ensemencés dans des boites Pétri contenant le milieu de culture PDA
(Annexe A) a 28°C pendant 5j.

Purification et conservation de I’agent pathogene

La purification a été effectuée par ensemencement en stries d’une partie de
mycélium dans des boites de Pétri contenant le milieu de culture PDA, incubé a 28 °C

pendant 7j ensuite conservé a 4°C.
I dentification du champignon

L’identification est basé sur I’aspect micro et macroscopique des colonies du
champignon.
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5.1.1. Bactérieset actinomycetestests

Le laboratoire de la microbiologie de I’université de Mostaganem nous a fourni
deux bactérie (Bacilus subtilus et Bacilus sp) et deux actinomycetes (Streptomyces sp

n°1; Streptomyces sp n°2). Et un Penicillium sp isole des feuilles atteintes de la féve.

5.2. Test d’antagonisme in vitro

Le test d’antagonisme a été effectue entre les souches de Pseudomonas et
Alternaria alternata; Pinicilium sp; Bacillus subtilis; Bacillus sp; Streptomyces sp n°1;

Sreptomyces sp n°2.

Ce test consiste a déposer la souche de Pseudomonas en trait dans des boites de
pétri contenant le milieu king B ou PDA, aprés incubation de 48h a 30°C on dépose
aseptiqguement un trait perpendiculaire au trait de Pseudomonas des microorganismes

qu’on veut tester leur antagonisme.

5.2.1. Mesure de la zone d’inhibition de croissance

L’inhibition de croissance a été évaluée par la distance entre le trait de
Pseudomonas et la croissance de microorganisme antagoniste a I’aide d’un pied a

coulisse.

6.  Production et caractérisation de la Pyoverdine et d’antibiotique

6.1. Production et caractérisation d’antibiotique

On ensemence la souche performante P8 dans 3tubes contenant 3ml de bouillon
nutritif (Annexe A) et incubés pendant 24h. Chaque tube est versé dans un erlen meyer
de 500ml contenant 125ml de bouillon nutritif, les erlens sont incubés dans un

incubateur agitateur a 30°C pendant 48h avec une agitation de 250t/min.
Extraction de I’antibiotique

La culture est centrifugé a 6000t/min pendant 10min, on ajoute au surnagent de
I’hexane a raison de 1V/1V, dans un ballon a décanter on laisse le mélange se sépare
pendant environ 3h puis on fait passé la phase organique a travers un papier filtre de
Watman n°1 contenant du sulfate de sodium anhydre, le filtra sera concentré a sec
(Kurachi, 1958).
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Caractérisation de I’antibiotique par spectrophotomeétre UV-Visible

Notre échantillon est balayé de 220 & 700nm a I’aide d’un spectrophotomeétre

UV-visible.
Préparation de I'inoculum
L'incubation pendant 48h

centrifugation a 6000t/min pendant 10min

surnagent + I’hexane a 1v/1v

Filtration de la phase organique par papier watman n°1
contenant du sulfat de sodium

I

concentration a sec

v

_—

analyser par spectrophotometre UV-Visible

J

Fig. n=05 : Diagramme de production et caractérisation de I’antibiotique

6.2. Production et caractérisation dela Pyoverdine

Pour la méthode de la production de la pyoverdine est la méme utilisée pour la
production de I’antibiotique mais la duré d’incubation est de 40h et le milieu de culture
utilisé est le king B.

L’extraction de la Pyoverdine

La culture est centrifugé a 6000t/min pendant 10min, on ajoute % le volume du
surnageant du mélange cloroform/phénole (1V/1V) dans un ballon a décanter, on le
laisse une nuit puis on prend la phase organique, on ajoute a cette phase 1,5 le volume
par le diéthyléther on agite bien puis on le laisse se séparé pendant environ 3h dans un
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ballon a décanter, la phase organique est passé a travers un papier filtre de Watman nl
contenant du sulfate de sodium anhydre, le filtra est concentré a sec (Meyer et Abdallah,
1978).

Caractérisation de la Pyoverdine par spectrophotométre UV-Visible

Notre échantillon est balayé de 220 & 700nm dans un spectrophotomeétre UV-
Visible.

Préparation de I'inoculum

L'incubation pendant 40h

centrifugation a 6000t/min pendant 10min

surnagent+cloroform+phénole a 1v/0,5v/0,5v

la phase organique+diéthyléther 1v/1,5v

Filtration de la phase organique par papier watman n°1
contenant sulfat de sodium

concentration a sec

analyser par spectrophotometre UV-Visible

Fig. n=06 : Diagramme de production et caractérisation de la pyoverdine
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7. Effet de la pyoverdine et de I’antibiotique sur la croissance mycélienne

d’Alternaria alternata

Dans cette expérience on a mit 2ml de la solution contenant de la pyoverdine ou
1ml de la solution contenant de I’antibiotique dans 15ml de gélose nutritive, on a mit

dans le centre de la boite un disque du champignon poussé sur PDA.

8. Déermination du taux de croissance et du temps de génération des

souches antagonistes

Deux tubes de bouillon nutritif de 3ml sont inoculés par 0,5 Macferland de P8
(productrice de I’antibiotique) et I’autre tube par P5 (productrice de la pyoverdine), les
tubes sont incubés a 30°C pendant 24h puis verses aseptiqguement dans des erlen meyer
de 500ml contenant 125ml du milieu king B puis incubés dans un agitateur incubateur a

30°C.

La mesure de la croissance est réalisée par un spectrophotométre a to = Oh; t; =
4h ; t; = 24h a 620nm.

2,303(Ig DO, — 1g DO,)
u =

t -t
¢ In2
4=—
1
DO, Densité optique initiale
DO, Densité optique finale
ty Temps initial
t, Temps final
tq Temps de génération
i Constant sur la croissance des bactéries
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[11. Etude de ’effet de I’inoculation du support pédologique par des souches P8 et
P5 sur la croissance delafeve (Vicia faba) : ’experience est faite en présence et
en absence du sel

L’objectif principal de ce travail est de montrer I’effet de I’inoculation des
Pseudomonas dans les conditions salines sur I’expression en paramétres biométrique du

développement végétatif d’une plante stratégique qui est la feve.

1. L’obtention des graines

Les grains de la féve de variété Semilla violita sont fournis par laboratoire de
physiologie végétale de I’université Essania Oran.

1.1. Prégermination desgraines

Les graines sont désinfectées a I’eau de javel a 25% pendant 15min rincées cing
fois a I’eau distillée sterile, puis déposées sur des papiers filtre imbibé par I’eau distillee

stérile, on laisse les graines germer pendant 3 jours.

1.2. Préparation du support pédologique

Le support pédologique utilisé dans notre expérience est un sable de la mer issu de
plage CHAAYBIA a Mostaganem

Le sable est lavé 5 fois par I’eau de robinet puis une fois par I’esprit de sel puis
2fois par I’eau de robinet puis une fois par I’eau de javel et finalement trois fois par

I’eau déminéralisée totale.
1.3. Repiquage des graines ger mées

Les graines germées sont repiquées dans des pots de 1kg de support pedologique a

raison de 3 graines par pot. Le repiquage est effectué le 27 mars 2011.

L’irrigation est effectuée d’une maniére réguliere par I’eau déminéralisée totale en

tenant compte de la capacité de rétention de I’eau de notre support pédologique.
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2.  Etude de D’effet de I’inoculation du support pédologique par des souches P8
et P5 en présence et absence du sel sur la croissance delaféeve (Vicia faba)

2.1. Préparation de I’'inoculum

Des colonie de 24h de P8 et P5 sont utilisées pour ensemencer des tubes de 3ml
de bouillon nutritif, les tubes sont incubés a 30°C pendant 24h, puis versés
aseptiqguement dans des flacons de 250ml contenant 100ml de bouillon nutritif et
incubés a 30°C pendant 48h.

Une quantité de 30ml de la suspension bactérienne est mélangée avec le 1kg du
support pédologique juste avant le repiquage des graines.

2.2. Expérimentation

L’expérience est menée par I’inoculation du support pédologique par des
suspensions bactériennes soit de la souche P8 soit de la souche P5 juste avant le
repiquage. Durant les 30 premiers jours tous les pots sont irrigués par I’EDT puis on
appligue sur 30 pots un stresse salin de 60mM/I de NaCl.

2.2.1. Expérimentation en présencedu sel

Dans cette partie de I’expérience tous les pots ont été irrigués pendant les 30
premiers jours par la solution nutritive (Hoagland) (Annexe B) seulement, puis ont été
irrigués par cette solution nutritive en ajoutant 60mM/I de NaCl durant les 20 jours qui

suivent.
Les expériences réalisées sont les suivantes.
Témoin: 30 plantes ont été plantées dans des pots non inoculés
Essai P8: 30 plantes ont été plantées dans des pots inoculés par la souche P8
Essai P5: 30 plantes ont été plantées dans des pots inoculés par la souche P5
2.2.2. Expérimentation en absence du sel

Dans cette partie de I’expérience tous les pots ont été irrigués durant toute

I’expérience par la solution nutritive (Hoagland) seulement.

Les experiences realisees sont les suivantse :
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Témoin: 30 plantes ont été plantées dans des pots non inoculés
Essai P8: 30 plantes ont éte plantées dans des pots inoculés par la souche P8
Essai P5: 30 plantes ont été plantées dans des pots inoculés par la souche P5

Les résultats de I’expérience sont basés sur la mesure des paramétres biométrique
de la croissance végétale en longueur, poids secs et poids frais des tiges, des racines et

des plantes entiéres.
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V. Etude de I’effet de ’inoculation des feuilles par les souches P5 et P8 sur
I’expression en taches de I’alternariose causé par ’agent phytopathogéne
Alternaria alternata sur la feve (Vicia faba).

1.  Préparation dela suspension bactérienne

Des colonie de 24h de P8 et P5 sont utilisées pour ensemencer des tubes de 3ml
de bouillon nutritif, les tubes sont incubés a 30°C pendant 24h, puis versés
aseptiqguement dans des flacons de 250ml contenant 100ml de bouillon nutritif et
incubés a 30°C pendant 48h.

2. Préparation dela suspension des spores d’Alternaria alternata

Les spores d’Alternaria alternata sont recueillies dans de I’eau distillée stérile de

cultures agées de 10 jours et poussant sur le milieu PDA.

3. Expérimentation

L’expérience est menée par la contamination des feuilles par pulvérisation d’une
suspension de spores du champignon phytopathogene causal de [I’alternariose

(Alternaria alternata).

Cette contamination est suivit directement (aprés 10min) par une pulvérisation
soit par une suspension bactériennes de la souche P8 ou de la souche P5 soit par
I’antibiotique ou par la pyoverdine.

La contamination et le traitement ont été faits le 27 avril 2011, donc aprés un mois
du repiquage des graines germées.

4.  Expéimentation en présence du sel

Dans cette partie de I’expérience tous les pots ont été irrigues pendant les 30
premiers jours par la solution nutritive (Hoagland) seulement, puis ont été irrigués par
cette solution nutritive en ajoutant 60mM/I de NaCl durant les 20 jours qui suivent.

Les experiences realisées sont les suivantes.

Témoin négatif: 30 plantes ont été pulverisées par I’eau distillée stérile.
Témoin positif: 30 plantes ont été pulvéerisées par une suspension de spores

d’Alternaria alternata.
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Essai P8: 30 plantes ont été pulvérisées par la suspension de spores d’Alternaria
alternata, puis pulvérisées par une suspension bactérienne de la souche P8.

Essai P5: 30 plantes ont été pulvérisées par la suspension de spores d’Alternaria

alternata, puis pulverisées par une suspension bactérienne de la souche P8.

Essai antibiotique: 30 plantes ont été pulvérisées par la suspension de spores

d’Alternaria alternata, puis pulvérisées par I’antibiotique.

Essai pyoverdine: 30 plantes ont été pulvérisées par la suspension de spores

d’Alternaria alternata, puis pulvérisées par la pyoverdine.

5. Expéimentation en absence du sel

Dans cette partie de I’expérience tous les pots ont été irrigués durant toute
I’expérience par la solution nutritive (Hoagland) seulement.

Les expériences réalisées sont les suivants.

Témoin négatif: 30 plantes ont été pulverisées par I’eau distillée stérile.

Témoin positif: 30 plantes ont été pulvéerisées par une suspension de spores

d’Alternaria alternata.

Essai P8: 30 plantes ont été pulvérisées par la suspension de spores d’Alternaria
alternata, puis pulvérisées par une suspension bactérienne de la souche P8.

Essai P5: 30 plantes ont été pulvérisées par la suspension de spores d’Alternaria
alternata, puis pulvérisées par une suspension bactérienne de la souche P8.

Essai antibiotique: 30 plantes ont été pulvérisées par la suspension de spores

d’Alternaria alternata, puis pulvérisées par I’antibiotique.

Essai pyoverdine 30 plantes ont été pulvérisées par la suspension de spores

d’Alternaria alternata, puis pulvérisées par la pyoverdine.

Les résultats de I’expérience sont basés sur le nombre des taches dues a la

contamination des feuilles par Alternaria alternata.

Les pots sont placés dans une serre en verre non automatisée au niveau de la

ferme expérimentale de Mazaghran.
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Caractérisation de la zone d’étude

Echantillonnage

Analyse microbiologique

Isolement, purification et
identification des Pseudomonas

Croissance dans des milieux salés

Isolement d’Alternaria alternata

Test d’antagonisme

Obtention des souches
compétitives

Production et extraction des
métabolites

Préparation de l'inoculum et du
support pédologique

—
L'effet de I'inoculation sur la
croissance de la feve

E—
L'effet des souches P8 et P5 et leurs
métabolites sur |'alernariose in vivo

Caractérisation des métabolites

L'effet des métabolites sur la
croissance d’Alternaria alternata
invitro

.

Fig. 07 : Diagramme expérimentale
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Chapitre Il Résultats et discussions

I. Présentation de la zone d’étude

1.  Situation géographique de la zone d’étude

Le périmetre irrigué de la Mina, créé en 1943, occupe une superficie totale de
13.647 ha, dont 9592 ha sont irrigables sur les 10.580 ha que compte la SAU. La zone
d’étude est située dans la vallée du plus grand affluent du Chélif (Oued Mina). Elle est
traversée par la route nationale N°04.

La partie centrale du périmétre se trouve dans le nord de I’Oued Mina qui coule
vers le Nord et se jette dans I’Oued Chélif. La partie Ouest du périmétre s’étend a
gauche et a droite de la route menant a la ville d’Oran et comprend le voisinage
immeédiat de la ville d’El Matmar. La partie Est s’étend a gauche et a droite de la route
menant vers la ville de Chlef et comprend les environs de la localité de la ville de Oued
Djemaa.

Legende

P Périmetre en exploitation
B Férimatre en réalisation
Périmétre projaté pour étude

, "/” |

La znned étuder ¢

ASCARA
. ok, 1 '- l..'-"'"'-l

Fig. 08: représentation géographique de la zone d’étude (INSID, 2009).
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2. Géologie:

Le site d’étude fait partie de la plaine du Mina. Cette plaine est un bassin déprime
bordé du Sud a I’Est et a I’Ouest de montagnes. Au Nord-Ouest, par les monts de Bel-
Hacel qui sont formés, dans leur partie drainée vers la plaine de grés pliocénes et de
désagrégation de ces gres (sables du plateau de Mostaganem) qui peuvent donner des
dunes (région Nord-est de Yellel), le piedmont de cette zone est encro(té (crodte
calcaire).

Au Sud, les monts de Guerbouca sont formeés de grés dans leur partie occidentale
et de grés et marnes pliocénes. Ces formations se raccordent a la plaine par un glacis
encrolte. Au Sud et a I’Est, la vallée est bordée de massifs érodés de marnes Miocenes

(Helvétiennes) a petits cristaux de gypse.

Au niveau de la confluence de I’Oued Mina et de I’Oued Malah, la vallée est
bordée a I’Ouest par les collines de Relizane formées de grés et de poudingues et
localement encro(tées. Sur la partie Sud et Sud-ouest de Oued Djema, les affleurements
de marnes et d’argiles mioceénes, se raccordent a la plaine de Relizane par un glacis de
piedmont ancien, recouvert d’une crolte calcaire. A I’Est et au Sud-est, les monts

environnants sont formés de marnes et argiles miocénes.

3.  Géomorphologie

La zone d’étude est une vaste vallée de plus de 15km de largeur issue de la
disposition des alluvions d’oued mina, oued Yellel et oued Malah.

4.  Hydrogéologie

Dans la plaine de Mina il y a une serie de nappes dont le cloisonnement dépend
surtout de la constitution physique des alluvions. La notion d’une nappe unique ne
correspond pas a la réalité ; il y a autant de niveaux aquiferes que de niveaux

relativement perméables (Aubert, 1943).
5.  Hydrographie

Le réseau hydrographique est constitué par deux oueds principaux drainent la

plaine de la Mina, oued Yellel a I’ouest et oued Mina au centre. Ce dernier recoit un
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affluent salé au sud du périmétre oued Malah. Ces oueds sont pratiqguement a sec
pendant la période estivale.

Kilométres

LEGENDE

= (ol principal
— Canal secondeire
. - Canal tertinire
Siphon existant

“anal souterrain

s Canal principsl jumelé
=H Vo ferré

> Route

L} Vile

Le périmétre irrigué de la st

......... Cued

Fig. 09 : schéma du réseau hydrographique de la zone d’étude (INSID, 2009).
6. Topographie de la zone d’étude

Le paysage de la zone d’étude presente une morphologie trés légerement ondulée.
L altitude de celle-ci varie entre 60 et 70 métres avec des pentes depassant trés rarement
les 2%.

7. Lavégétation
7.1. Lavégétation naturelle

La zone d’étude est colonisée par la végétation naturelle, composée de plantes
halophytes comme I’Atriplex, Suaeda fructicosa et Salsola vermiculata, avec une
association d’especes moins tolérantes a la salinité. Ces especes appartiennent a la
famille des graminées. L’ensemble constitue le cortege floristique du paysage avec la
décroissance de la salinité (INSID, 2009).
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7.2.

Lescultures pratiquées

L agriculture dans le périmétre est trés diversifiée. En effet les cultures pratiquées

sont les céréales, les fourrages, le maraichage et I’arboriculture (agrumes, olivier,

grenadier et autres fruitiers).

Maraichages
3%

Pépinigres
2%
Fourrages verts
1%
Arbres
fruitiers
4%

Tomate industrielle  _ Artichaut
1% 6%
L

Pomme
de terre

1%

Fig. 10 : Représentation graphiques des pourcentages de différentes spéculations

8. lasalinité des sols

(INSID, 2009).

Les sols affectés par la salinité occupent une superficie relativement importante

dans la région de Relizane.
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extrémement salé >16
tressalé 8a 16 1%

7%

Sale4a8
17%

Fig. 11 : Représentation graphiques des pourcentages des superficies en fonction de
degres de salinité (INSID, 2009).

Dans la plaine de la Mina, I’origine des sols sodiques est trés diverse en général,
ces sols proviennent de I’altération de minéraux et de roches sodiques, localisés sur les
monts de I’Ouarsenis formés de marnes grises a petits cristaux de gypse et des monts du
Daiwa formés de crolte calcaire, mais, principalement d’une action de la mer assez
récente par la présence de dépots lagunaires salés et gypseux (INSID, 2009).
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1. Caractérisation édaphique et climatique de la zone d’étude
1. Caractérisation édaphique

Les prospections pédologiques effectuées sous la base de la cartographie libre,
I’exploitation des relations sol-géomorphologie-lithologie ont permet de déterminer le

type de sol de la couverture pédologique du périmétre irrigué de la Mina.

Le type de sol qui représente cette couverture pédologique cultivée par les arbres

fruitiers, a été caractérisé par un profil décrit et analysé :

1.1. Description du milieu

Date de description 28/05/2011

Situation GPS N35° 43°43,9"°E0°29°18.7""

Altitude 66m

Pente 00-01%

Topographie terrain plat

Occupation du sol vegétation spontanée halophyte
Lithologie alluvions

Drainage externe bon

Climat ensoleille

Géomorphologie vallée

Aspect de la surface efflorescences sales

Classification : CPCS, 1967 : Sols Salsodiques, Sous Classe des Sols Salins

1.2. Description du profil type

Ap (0O — 26cm): peu humide; 5YR4/3 (brun rougeéatre claire); structure

prismatique nette ; texture argileuse ; dure ; peu poreux ; forte effervescence a I’HCI ;
peu organique ; activité biologique faible ; présence faible des taches salines ; transition

graduelle.

B (26 — 44cm): humide ; 5YR 3/3 (brun rougeétre foncais) ; structure prismatique

arrondie nette ; texture tres argileuse; trés dure; trés peu poreux; tres forte
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effervescence a I’HCI; trés peu organique ; tres faible activité biologique ; forte
présence des taches salines.

1.3. Résultatsanalytiques

Les résultats analytiques du profil sont représentés dans le tableau 08.

Tableau 08 : résultats analytiques du profil

) Analyse granulométrique (%) 3
Horizon PH | 5 o
A L L S S Classe >m Ct Ca MO
(cm) ) ) PS o
Fin | grossier | fjn | grossier | texturale o
3
Argilo
Ap 49,60 | 12,26 | 31,92 | 493 | 1,49 | . 754 | 13,89 | 18,12 | 10,50 | 2,75
limoneuse
Argilo
B 46,36 | 32,53 | 14,40 | 550 | 1,21 | . 731 | 22,40 | 16,55 | 6,37 | 2,53
limoneuse

Fig.12 : profil analysé
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Les sols de la zone d’étude sont développés sur les alluvions d’Oued Mina. lls
occupent la vallée d’oued Mina. lls sont peu profonds (44cm). La couleur de I’horizon
Ap du sol est plus claire par rapport a I’horizon B. La texture du sol estargilo
limoneuse. La structure dans I’horizon Ap est prismatique nette par contre dans
I’horizon B est prismatique arrondie. Le calcaire est plus abondant dans I’horizon Ap
que dans I’+horizon B. la teneur de la matiere organique est moyenne dans tout le profil
pédologique. L’activité biologique est faible. La teneur en sels solubles est trés elevée
(22,40mmhos/cm).

2.  Caractérisation climatique

L’étude du climat de la zone d’étude est effectuée sur la base des données de la
station climatique de I’Agence Nationale des Ressources Hydriques (ANRH). Ces

données couvrent une période de dix annees, allant de 2001 a 2010.
2.1. Pluviométrie

Les moyennes mensuelles de la pluviométrie de la période 2001-2010 sont

résumeées dans la figure 13

49,6

50 1
43,9
45 - - a9 424

40 - 36,9
35
30 25,9

25 20,8 21,5
20 15,4

15 -
10 A 4,8
] 18
; g2 |

pluviométrie (mm)

11,9

|

Fig. 13 : les moyennes mensuelles des pluviométries de la zone d’étude de la période
1988 — 2010 (ANRH, 2011).

La figure 13 montrent que la moyenne annuelle de la pluviométrie de la zone
d’étude est de 316,8mm et le mois le plus pluvieux est janvier avec une moyenne de

49,6mm, et le mois le plus sec est juillet avec une moyenne de 1,8mm.
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2.2. Latempéature

Les températures mensuelles moyennes, maximales et minimales sont résumées
dans le tableau 09.

Tableau 09 : Les températures mensuelles moyennes, maximales et minimales (°C)

Mois J| F|I M| A | M|J|J]|A|S|O|N]|D
Parametres

M oyennes des
Temp_erature 69 | 70 | 87 | 105 | 145|182 | 21,7 | 218|182 | 145 | 98 | 7,6
minimales
mensuelle

Moyennes des

Température 68 | 91 | 17 | 46 | 94 | 47 | 66 | 84 | 19 | 76 | 16 | 82
mensuelle

maximales

Moyennes des

Température 211376089 |31 | 77|17 | 11| 59| 18 | 62 | 3,3
mensuelle

moyennes

Source : (ANRH, 2011).

La zone d’étude est caractérise par un hiver froid et vigoureux, et un été chaud et

sec durant la saison estivale (juin — septembre).

Parmi les variables thermiques enregistrés, les moyennes des tempeératures
minimales du mois le plus froid (m) et les températures maximales du mois le plus

chaud (M) sont considérés comme des facteurs limitants pour toute sorte de vie.

Les températures moyennes oscillent autour de 12,1°C en Janvier et 31,7°C en
Juillet. Les valeurs minimales sont enregistrées durant les mois de Janvier (6,9°C) et
Décembre (7,6°C), les valeurs maximales marquent les mois de Juillet (36.6°C) et Aot
(38.4°C).

2.3. Courbesombrothermiques de Gaussen

Les courbes ombrothermiques représentées dans la figure 14 font ressortir les
périodes seches et les périodes humides a partir de la pluviométrie mensuelle et la

température
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Fig. 14 : courbe ombrothermique de Gaussen

Selon le diagramme ombrothermique de Gaussen la duré de la période seche est
de sept (07) mois qui sont avril, mai, juin, juillet, aolt, septembre et octobre, et la duré
de la période humide est de cing (05) mois qui sont janvier, février mars, novembre et
décembre.

2.4. Quotient ombrothermique d’Emberger

Cet indice permet d’apprécier physiquement la notion d’aridité annuelle en tenant
compte des précipitations et de la température, suivant la formule :

_ 2000P
T M2—m2

Q

P : Hauteur annuelle moyenne des preécipitations en (mm).

M : Température moyenne des maximal du mois le plus chaud en °K.
m : Température moyenne des minimal du mois le plus froid en °K.
P =316.8mm.

M =38.4 + 273 = 311.4K.

m=6.9 + 273 = 279,9K.

Donc Q = 34,02.
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Fig. 15 : climatgramme ombrothermique d’Emberger

Selon le climatgramme ombrothermique d’Emberger le climat de la zone d’étude
est classé dans I’étage bioclimatique semi aride.
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[11. Pseudomonas, taxonomie et production des métabolites

1.  Dénombrement des microorganismes

L’utilisation de la gélose nutritive permet la croissance d’une partie de

microorganismes non parasites obligatoires qui peuvent exister dans le sol.

Tableau 10: résultats du dénombrement des microorganismes suivant les différents

degrés de salinités.

Echantillons . R 438 Profile Profil

(CE mmhos/cm) a Ap Bt
Nombrede

microorganismes 1,19.10" 1,30.10° 1,47.10° 3,94.10° 3,89.10° 9,88.10°

Par 1g de sol sec

Les résultats présentés par le tableau 10 indiquent qu’il n y a pas une grande
différence entre le nombre totale des microorganismes dans les différents degrés de
salinitée 0 a 2, 2 a 4 et 4 a 8mmhos/cm, mais il y a une réduction de nombre totale des

microorganismes quand la salinité s’éléve de 8 a 16 mmhos/cm.

Dans le profil pédologique le nombre total des microorganismes se diminue en

fonction de la profondeur.

2.  Isolement, purification et conservation des Pseudomonas

L’utilisation de milieu king B pauvre en fer stimule la production des
sidérophores de couleur jaune verdatre fluorescentes (pyoverdines) par quelques espece

de Pseudomonas ce qui nous permet de les détecter.

Aprés ensemencement de difféerentes dilutions en milieu king B les colonies qui

présentent ces pigments vont étre choisis et repiquées.

Les colonies obtenus sont nommées de P1 a P8 et vont subir les différents tests

d’identification.
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Fig. 16 : boites Pétri ensemencées par les différentes dilutions en milieux king B qui
présentent des colonies jaunes verdatres.

Fig. 17 : repiquage de différentes colonies qui présentent des colorations jaunes
verdatres.

Les souches P2 et P8 ont été isolées a partir du profil pédologique étudié, les autres
souches ont été isolées a 10cm de profondeur des régions montrés dans le tableau 11.
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Tableau 11 : les isolats de Pseudomonas et leurs origines de I’isolement

Pseudomonas isolée Degr és de salinité mmhos/cm

P3 et P4 0az2
P5 2a4
P7 438

3. ldentification desisolats de Pseudomonas
3.1. Etude macroscopique
L’observation macroscopique des colonies développées sur le milieu King B a
30°C pendant 48h a montré une forme bombée et opaque de diamétre d’environ 2mm,
circulaire, réguliére, brillante, muqueuse, avec une pigmentation jaune verdatre et bleue
verdatre.

3.2. Etudemicroscopique

Toutes les souches isolées sont des bacilles droit ou légérement incurvées

présentent une coloration de Gram négative.
3.3. Reéaultatsdestests biochimiques des souchesisolées

Les résultats des différents tests biochimiques appliqués sur les souches de
Pseudomonas isolées sont résumés dans le tableau 12.

Tableau 12 : les résultats des différents tests biochimiques

| TetdeRM
Test de VP - - - - _ N
Catalase + + + o + +
Mannitol - - - - - -
Mobilité ++ + + + i ++
Croissance a 42°C + - - - - +
Croissancea 4°C - + ) + § )
Gélatinase + - - + _ +
L écithinase - - - + _ _
Hydrolyse de ’amidon - - - - - -
Nitrateréductase + - - - _ +
Production de pyoverdine + + + + + +
Production de + - - - _ +
pyocianines
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Les résultats obtenus lors de I’étude phénotypique montrent que tous les isolats,

produisent un pigment jaune verdatre a coloration de Gram négative.

Les isolats P2 et P8 ont poussé a 42° C et produisent de la pyocyanine. C’est pour

cela elles sont rapprochées a Pseudomonas aer uginosa.

L’isolat P5 est le seule qui posséde une lécithinase et une gélatinase et croit a 4°C,

c’est pour cela elle est raprochée a Pseudomonas fluorescens .

Les autres isolats (P3, P4 et P7) sont rapprochés a Pseudomonas putida car ils
rassemblent a I’isolat P5 mais ils n’hydrolysent pas la gélatine et ils ne possedent pas

une lécithinase.

4.  Croissance danslesdifférents degrésde salinités

Les résultats de la tolérance des souches a des concentrations de NaCl sont

résumeés dans le tableau 13.

Tableau 13 : tolérance des isolats vis a vis les concentrations du NaCl

NaCl(%) 25 | 5 | 55 65 7 | 7.5 8
P2 / -

+ / / /
P3 +++  ++ ++ ++ + + - - /
P4 +++  ++ ++ ++ + + - - /
P5 +++ +++ ] / / / +++ ++ -
P7 +++ 4+ ++ + +- - - - /
P8 A+ ] / / / + - /
+++ : Pleine croissance +: traces de croissance
/- Non determiné ++ : Peu de croissance

D’apres les résultats, la souche P5 est la plus tolérante vis a vie la salinité, sa
tolérance arrive jusqu’a 8% de NaCl, les souches P2 et P8 tolerent jusqu’a 7,5%, les
souches P3et P4 tolérent jusqu’a 7% et en dernier lieu P7 tolere 6,5% de NaCl.

Shiladitya et Priya (2001) ont trouvé que Pseudomonas sp est modérément
halophile ce qui confirme nos résultats. Ces résultats sont aussi confirmés par Ventosa
et al. (1998) et Kamekura (1998).

Touts les isolats sont plus tolérants par rapport a celle trouvés par Karam H. Z. et
Karam N. E. (2006). Ces derniers ont indiqué que les Lactococcus lactistolerent la

salinité jusqu’a 4.5% de NaCl.
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5. Dé&ermination dela compétitivité des souches
5.1. Isolement de I’agent causal de I’alternariose (Alternaria alternata) de la
feve (Viciafaba)

Les feuilles malades presentent des petites taches de structure plus ou moins
circulaire avec des cercles concentriques. Dans I’état plus avancé, les Iésions peuvent se

détachées et faire place a des trous (figure 18).

Aprés incubation sur gélose PDA des parties malades des feuilles de la féeve un
examen macroscopique et microscopique a été fait pour caractériser les champignons

obtenus.

L’étude macroscopique a révélé une dominance remarquable du genre Alternaria
La plus parts des morceaux incubés ont donné des développements mycélienne

d’Alternaria alter nata.

5.2. Etude macroscopique et microscopique de I’isolat Alternaria

Cette étude a montré que les colonies du champignon sont duveteuse de couleur
noir verdatre au recto et au verso, les filaments sont septés et ramifiés, les spores
piriformes a base élargie avec des septations transversales, regroupées en chaines

ramifiés.

Fig. 18 : feuillets de la féve présentant des maladies fongique récoltées des champs de

Mostaganem, a partir des quelles on a isolé Alternaria.
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Sur la base des caracteres symptomatiques de la maladie et des caractéres macro
et microscopique du champignon nous pouvons dire que notre champignon est

rapproché a Alternaria alternata (Campbell et al., 1996).

5.3. Test d’antagonisme in vitro

Les résultats de ce test montrent I’effet inhibiteur des isolats P5 et P8 sur souches
tests. Ces résultats sont résumés dans le tableau 14.

Tableau 14: Les résultats des tests d’antagonisme

Pseudomonas souche Milieu Zone observation
antagoniste  invitro d’inhibition
P3 Bacillus KingB Pas d’inhibition
subtilis GN
Bacillus sp KingB+GN  23.2
GN 0
Sreptomyces  KingB 12.6 Présence des
spn°l petites colonies
danslaZH
GN 0
Streptomyces  KingB 0
spn°2 GN 0
Alternaria KingB 0
alternata GN 0
Pénicillium KingB+PDA 0
sp GN+PDA 0
P5 Bacillus KingB 0
subtilis GN 0
Bacillus sp KingB+GN 0
GN 0
Streptomyces  KingB 20.0 Présence des
spn°l petites colonies
danslaZH
GN 0
Streptomyces  KingB +- Présence des
spn°2 petites colonies
danslaZH
GN 0
Alternaria KingB 23.1 Présence de
alternata croissance avec
inhibition de
sporulation
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GN 0
Pénicillium KingB+PDA 0
sp GN+PDA 0
P7 Bacillus KingB 23.8
subtilis GN 0
Bacillus sp KingB+GN 0
GN 0
Streptomyces  KingB 0
spn°l GN 0
Streptomyces  KingB 0
sp n°2 GN 0
Alternaria KingB 0
alternata GN 0
Pénicillium KingB+PDA 0
sp GN+PDA 0
P8 Bacillus KingB 19.9
subtilis GN 27.9
Bacillus sp KingB 56.3
GN 31.7
Streptomyces  KingB 27.6
spn°l GN 33.3
Streptomyces  KingB 24.0
Spn°2 GN 44.0
Alternaria KingB 20.0
alternata GN 12.0
Pénicillium KingB+PDA 12.0
P GN+PDA 18.9

L activité antimicrobienne de la souche P8 est la plus forte par rapport aux autres

souches, le spectre est large et s’étend sur tous les bactéries, les actinomyceétes et les

champignons et dans les différents milieux de culture utilisés dans ce test (fig 19).

L’effet inhiibiteur des Pseudomonas sur la croissance microbienne est confirmé
par d’autres chercheurs comme Maheshwari (2010), sang et al (2008), Dutta et al
(2008), Akgul et Mirik (2008) et Burkettcadena (2008).
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Pénicilliumsp sur G N

1- Bacillus subtilis 2- Bac:|IIussp 1Bac:|llussubt|I|52 Bac:|llussp
sur GN sur king B
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1- streptomyces sp n°1 1- streptomyces sp n°1
2- streptomycesspn°2 sur G N 2- streptomyces sp n°2 sur king B

Fig. 19 : I’effet antimicrobien de la souche P8 sur les différentes bactéries,

actinomycetes et champignon utilisées.

La souche P8 a montré un effet sur la sporulation d’Alternaria alternata sans

réduction de la croissance mycélienne, et a inhibé la croissance des streptomyces sp.(fig 19

1- streptomyces sp n°1
2- streptomyces sp n°2 sur king B

Alternaria alternata sur king B

Fig. 20 : I’effet antimicrobien de la souche P5 sur Actinomycete sp et Alternaria
alternata.
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6.  Production et caractérisation dela Pyoverdine et de|’antibiotique
6.1. Production et caractérisation de la

pyoverdine

Apres 40h d’incubation a 30°C le milieu
deviens jaune verdatre.

Fig. 21 : couleur du milieu aprés 40h

d’incubation.

L’analyse par le spectrophotométre UV-

Visible donne le graphe montré dans la figure 22
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Fig. 22 : graphe montre les résultats d’analyse de la pyoverdine par spectrophotometre
UV-Visible.

Le graphe montre que le spectre d’absorption de notre produit a deux pics le
premier dans la partie UV (DO= 2,816 a 277nm) et le deuxiéme dans la partie visible
(DO=0,408 a 400nm) ce qui corespend au spectre d’absorption de la pyoverdine.comme

I’a idiqué plusieur chercheurs.

La figure 23 montre le spectre d’absorption trouvé par Meyer et Abdellah (1978)

apres I’extraction et purification de pyoverdine secrété par Pseudomonas.
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Fig. 23 : spectre d’absorption de la pyoverdine (Meyer et Abdallah, 1978).

6.2. Production et caractérisation de I’antibiotique

Apres 48h d’incubation a 30°C le milieu devint bleu verdatre. L’analyse par le

spectrophotometre UV-Visible donne le graphe montré dans la figure 24,
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Fig. 24 : graphe montre les résultats d’analyse de I’antibiotique par spectrophotomeétre

UV-Visible.
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Le graphe montre que le spectre d’absorption de notre produit a un pic dans la
partie UV (DO= 2,327 a 274nm) ce qui indigue que notre substance est peut étre de la

pyovyanine comparé a celle obtenue par Kurachi (1958) (figure 25).

Optical density

A00 500 G800 700D S00

Wave lengtils (e
Fig. 25 : spectre d’absorption de la pyocyanine (Kurachi, 1958)

7. Effet de la pyoverdine et d’antibiotique sur la croissance mycélienne

d’Alternaria alternata

Les résultats qui indiquent le pouvoir inhibiteur exercé par I’antibiotique et la

pyoverdine produites par les Pseudomonas sur Alternaria alternata sont montrés dans la

figure 26.
L’ antibiotique a inhibé la croissance mycélienne de Alternaria alternata de

51,39% cette inhibition est proche de celle trouvé par Reddy et Reddy (2009) chez
I’isolat PFOO3 de Pseudomonas qui a inhibe 50% de la croissance de Pyricularia

oryzae.

La pyoverdine a inhibé la croissance mycélienne du méme champignon de 19,5%
cette inhibition est proche de celle trouvé par Reddy et Reddy (2009) chez I’isolat
PF004 de Pseudomonas qui a inhibé 21% de la croissance de Rhizoctonia solani.
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Pyoverdine Antibiotique

Témoin

Fig. 26 : I’effet de la pyoverdine et I’antibiotique sur la croissance mycélienne
d’Alternaria alternata.

8.  Calculedu taux de croissance et temps de génération

Le taux de croissance de nos souches est évalue par la densité optique de la
culture a 620nm et les résultats sont représentés dans la figure 27.
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densité optique

/ —P5
2

— P8

temps (h)

Fig. 27 : évaluation de la croissance des souches P5 et P8 en densité optique en
fonction du temps.
Le temps de doublement des deux isolats est calculé par les deux équations
suivantes :
2,303(1gb0, — 1gbh0,)
- -t

Pour la souche P5
_2,303(1g5,26 — 1g0,871)
H= 24— 4

= 0.0899

In2

t, = — 7.7h = 7h 42mi
470 0899 min

Pour la souche P8

_2,303(Ig4, 68 — 10, 75)

24— 4 =0.0915

= In2
4™ 0,0899

=7.57h = 7h 34min

| : taux de croissance
ty : temps de génération
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V. Etude de I’effet de ’inoculation du support pédologique par des souches P8 et
P5 sur la croissance dela feve (Vicia faba).

Les résultats de I’inoculation des Pseudomonas en présence et en absence du sel
sur I’expression en parameétres biométrique du développement végétatif de la feve
(Vicia faba) sont représentés dans I’ Annexe C.

1. L’effet sur la croissance de la féve en hauteur des tiges et longueur des
racines et des plantes entieres.
Les résultats de I’effet de I’inoculation du support pédologique par les souches P5
et P8 exprimés sur la hauteur des tiges et la longueur des racines et les plantes entieres
sont représentés dans les figures 28, 29 et 30.

Fig. 28 : L’effet de I’inoculation des souches P5 et P8 sur la hauteur des tiges.
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Fig. 29 : L’effet de I’inoculation des souches P5 et P8 sur la longueur des racines.
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Fig. 30 : L’effet de I’inoculation des souches P5 et P8 sur la longueur des plantes.

SP : sans inoculation

P5 : inoculation avec la souche P5

P8 : inoculation avec la souche P8

NS : irrigation avec la solution non saline
S : irrigation avec la solution saline

L’inoculation du support pédologique par la souche P5 a favorisé la croissance de
la feve en hauteur des tiges en présence du sel a 108,59% (ADS) (Voir Annexe D pour
la comparaison des moyennes), et en absence du sel & 106,29% (ADNS).

Cette inoculation a retardé la croissance en longueur des racines de 84,28%
(ADS) en présence du sel, et de 89,75% (ADNS) en absence du sel.

L’inoculation par la méme souche a promu la croissance en longueur de chez la
plante entiere a 103,02% (ADNS) en présence du sel et de 102,50% (ADNS) en
absence du sel.

Par contre I’inoculation du support pédologique par la souche P8 a retardé la
croissance de la feve en hauteur des tiges en présence du sel de 92,36% (ADS), et en
absence du sel de 90,53% (ADHS) et sur la longueur des racines en présence du sel de
84,74% (ADS), et de 87,93% (ADNS) en absence du sel.

Donc cette inoculation a retardé la croissance de la féve en longueur des plantes
entiéres de 90,62% (ADHS) en présence du sel, et de 89,94% (ADHS) en absence du sel.

En présence du sel, I’inoculation du support pédologique par la souche P5 a
promu la croissance de la féve en hauteur des tiges (108,59%) mieux qu’en absence du
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sel (106,29%) (ADNS). La dose du sel appliquée n’a pas affaibli la plante (99,66%)

mais a poussé la bactérie a promouvoir en plus la croissance en longueur de celle ci.

Ces résultats sont convenables avec celle-ci trouvé par Lemanceau et Sanson,
(1983) sur la croissance de I’haricot inoculé par des souches de Pseudomonas spp
fluorescents cette inoculation a stimulé la croissance de cette plante de 104 a 128%.

L analyse de variance (Annexe D) a montré un effet tres hautement significatif de
I’inoculation du support pédologique par les isolats de Pseudomonas sur la croissance
de la feve en hauteur des tiges et la longueur des plantes, et un effet significatif sur la

longueur des racines.

Par contre cette analyse a montré un effet non significatif de la salinité sur la
croissance de la féve en hauteur des tiges, la longueur des racines et la longueur des
plantes.

2. L’effet sur la croissance de |a féve en poids frais destiges, desracines et des
plantes entiéres.

Les résultats de I’effet de I’inoculation du support pédologique par les souches P5
et P8 exprimes sur les poids frais des tiges, des racines et des plantes entieres sont

représentés dans les figures 31, 32 et 33.
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Fig. 31: L’effet de I’inoculation des souches P5 et P8 sur le poids frais des tiges.

Fig. 32 : L’effet de I’inoculation des souches P5 et P8 sur le poids frais des racines.
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Fig. 33 : L’effet de I’inoculation des souches P5 et P8 sur le poids frais des plantes
entieres.

SP : sans inoculation

P5 : inoculation avec la souche P5

P8 : inoculation avec la souche P8

NS : irrigation avec la solution non saline
S : irrigation avec la solution saline

L’inoculation du support pédologique par la souche P5 a promu la croissance de
la féve en poids frais des tiges, des racines et des plantes entiéres en présence du sel
115,28% (ADNS) ; 157,02% (ADS) ; 126,61% (ADNS) respectivement, et en absence
du sel 118,95%(ADS) ; 163,09(ADHS) ; 130,94% (ADHS) respectivement.

L’inoculation du support pédologique par la souche P8 a favorisé la croissance de
la féve en poids frais des tiges, des racines et des plantes entiéres en présence du sel
112,47% (ADNS) ; 156,92% (ADHS) ; 124,54% (ADS) respectivement, et en absence
du sel 103,78%(ADNS) ; 189,92% (ADHS); 127 ; 17% (ADHS) respectivement.
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Cette inoculation a promu la croissance de la féve en poids frais des tiges en
présence du sel (112,47%) mieux qu’en absence du sel (103,78%) (ADNS) en tenant
compte que la présence du sel a augmenté le poids frais des tiges de (105,30%), donc

I’effet de I’inoculation est de 107,17% tendis que en absence du sel est de 103,78%.

En présence du sel, I’inoculation du support pédologique par la souche P5 a
promu la croissance de la feve en poids frais des tiges mieux que I’inoculation par la
souche P8 (115,28 contre 112,47%) (ADNS), et aussi en absence du sel (118,95 contre
112,47%) (ADNS).

Ces résultats sont convenables avec celle-ci trouvé par Digat et al., (1990) sur la
croissance de la tomate inoculé par des souches de Pseudomonas spp fluorescents cette

inoculation a stimulé la croissance de cette plante de 126 a 130%.

L’analyse de variance a montré un effet non significatif de I’inoculation du
support pédologique par les isolats de Pseudomonas sur la croissance de la féeve en
poids frais des tiges et un effet hautement significatif du poids frais des racines et des

plantes.

Par contre cette analyse a montré un effet non significatif de la salinité sur la

croissance de la féve en poids frais des tiges, des racines et des plantes entiéres.

3.  L’effet sur la croissance de la féve en poids sec des tiges, des racines et des

plantes entieres.

Les résultats de I’effet de I’inoculation du support pédologique par les souches P5
et P8 exprimeés sur poids sec des tiges, des racines et des plantes entiéres sont

représentés dans les figures 34, 35 et 36.
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Fig. 34 : L’effet de I’inoculation des souches P5 et P8 sur le poids sec des tiges.
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Fig. 35: L’effet de I’inoculation des souches P5 et P8 sur le poids sec des racines.

Fig. 36

. L’effet de I’inoculation des souches P5 et P8 sur le poids sec des plantes
entieres.

SP : sans inoculation

P5 : inoculation avec la souche P5

P8 : inoculation avec la souche P8

NS : irrigation avec la solution non saline
S :irrigation avec la solution saline
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L’inoculation du support pédologique par la souche P5 a promu la croissance de
la feve en poids sec des tiges, des racines et des plantes entiéres en présence du sel
104,33% ; 108,97% ; 106,12% contre 99,74% (Avec une différence non significative) ;
92,07% (ADNS) ; 97,55% (ADNS) respectivement. En absence du sel 106,29% ;
118,71% ; 109,84% contre 100% (ADNS) ; 100% (ADNS) ; 100% (ADS)

respectivement.

L’inoculation du support pédologique par la souche P8 a favorisé la croissance de
la féve en poids sec des tiges, des racines et des plantes entiéres en presence du sel
100,26% ; 123,59% ; 106,94% contre 99,74% (ADNS) ; 92,07% (ADS) ; 97,55%
(ADNS) respectivement, et en absence du sel 114,02% ; 141,75% ; 109,84% contre
100% 0, (ADNS) ; 100% (ADHS) ; 100% (ADS) respectivement.

En absence du sel, I’inoculation du support pédologique par la souche P8 a promu
la croissance de la féve en poids sec des tiges mieux que I’inoculation par la souche P5
(114,02 contre 106,29%) (ADNS), par contre en présence du sel I’inoculation par la
souche P5 a promu la croissance de la feve en poids sec des tiges mieux que
I’inoculation par la souche P8 (104,33 contre 100,26%) (ADNS).

Ces résultats sont convenables avec celle-ci trouvé par Suslow et Schroth, (1982b)
sur la croissance de la betterave inoculée par des souches de Pseudomonasi spp

fluorescents cette inoculation a stimulé la croissance de cette plante de 120 a 169%.

L’analyse de variance a montré un effet non significatif de I’inoculation du
support pédologique par les isolats de Pseudomonas sur la croissance de la féeve en
poids sec des tiges et un effet hautement significatif du poids sec des racines et un effet

significatif du poids sec des plantes.

Par contre cette analyse a montré un effet non significatif de la salinité sur la

croissance de la féve en poids sec des tiges, des racines et des plantes entieres.
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Fig. 37 : plantes inoculée par les souches de Pseudomonas
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V. Etude de I’effet de ’inoculation des feuilles par les souches P5 et P8 sur
I’expression en taches de I’alternariose causé par ’agent phytopathogéne
Alternaria alternata sur la féve (Vicia faba).

L’ expérience a été suivie pendant 50 jours dans une serre non controlé et les
essais effectués pour infecter la feve n’ont pas abouti a des symptémes d’alternariose
sur la plante étudiée, ceci est peut étre due aux conditions de culture sous serre non contrdlées
(figure 38).

D'apres Hagedorn et Ingils (1986) l'infection des feuilles de plantes par Alternaria
s'effectue dans des conditions fraiches et humides, les feuilles doivent rester humides pendant
des périodes de 24 heures ou plus.ces conditions sont indispensables a la germination des spores

et a I'infection.

Ce travail reflet le comportement des souches microbiennes in situ ou in vivo par a
rapport a leur comportement apres culture in vitro. D’aprés Anonymes (2007) des
champignons cultivés in vitro peuvent perdre leur agressivité et leur pouvoir pathogéne
qui est due au changement des conditions de I’environnement qu’induisent les genes a
synthétiser les facteurs de virulence.

Sur ceci le travail de I’inoculation des feuilles par les souches P5 et P8 sera
répétés apres un diagnostique qui va prendre en considération les conditions de culture

et la variété de la feve sensible a notre champignon Alternaria alternata.

Fig. 38 : plantes de la feve infectées par Alternaria alternata sans symptdmes de la
maladie.
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Conclusion

Les Pseudomonas représentent un potentiel important de contréle de croissance et
santé des vegétaux. En effet, ces dernieres décennies, plusieurs études se sont
intéressees au réle que pourraient jouer ces microorganismes dans la suppression des

agents phytopathogénes, qui provoquent des maladies chez de nombreuses plantes.

La salinité constitue une contrainte majeur au developpement des végétaux, elle
provoque une réduction du rendement, dégradation de la structure, voire une stérilité
totale des sols, ce probléme touche 1,5 million d’hectares des bonnes terre agricole en
Algérie (MADR, 2006). Certains Pseudomonas ont le pouvoir d’amortir I’incidence de
la salinité sur la physiologie des plantes par la production de I’ACC «acide 1-

aminocyclopropane-1-carboxylic » diaminase (Saravanakumar et Samiyappan 2007).

Dans notre travail nous avons effectué une étude pédoclimatique sur la zone
d’étude qui se trouve au niveau du périmétre irrigué de la Mina (Relizane). Cette étude
montre que le couvert pédologique est un sol salsodiqus, sous classe des sols salins

par la classification CPCS, Avec un étage bioclimatique semi-aride.

A partir des différents degrés de salinité six (06) isolats de Pseudomonas
(nommés P2, P3, P4, P5, P7 et P8) ont été isolés et identifiés dont P2 et P8 sont
rapprochés a Pseudomonas aeruginosa, P5 est rapproché a Pseudomonas fluorescens et

les autres isolats (P3, P4 et P7) sont rapprochés a Pseudomonas putida.

Les isolats P5 et P8 ont présentes une activité microbienne trés intéressante contre
des bactéries et actinomycetes tests et sur tout contre I’agent causal de I’alternariose
(Alternaria alternata) isolé a partir des pantes malades de la feve (Vicia faba) de la

région de Mostaganem.

Pour mettre en évidence cette propriété antimicrobienne on a produit et caractérisé

la pyoverdine de I’isolat P5 et I’antibiotique de I’isolat P8.

Ces metabolites ont été testés & nouveau sur le champignon Alternaria alternata,
ce test in-vitro a montreé un effet remarquable de la pyoverdine et I’antibiotique sur la

croissance mycélienne de ce champignon.
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Un test in-vivo des isolats a effet antimicrobien intéressant pour la stimilation de
la croissance en parameétres biométriques d’une plante légumineuse potagére la féve
(Vicia faba) par I’inoculation du support pédologique, cette expérience a été faite en

présence et en absence su sel.

L’inoculation du support pédologique par la souche P5 en présence du sel a
promu la croissance de la feve en hauteur des tiges (108,59%) mieux qu’en absence du
sel (106,29%). La dose du sel appliquée n’a pas affaibli la plante (99,66%) mais a

pousse la bactérie a promouvoir en plus la croissance en longueur de celle ci.

Cette inoculation a promu la croissance de la feve en poids frais des tiges mieux
que I’inoculation par la souche P8 (115,28 contre 112,47%), et aussi en absence du sel
(118,95 contre 112,47%).

L’inoculation du support pédologique par la souche P8 a promu la croissance de
la feve en poids frais des tiges en présence du sel (112,47%) mieux qu’en absence du sel
(103,78%)

En absence du sel, I’inoculation du support pédologique par la souche P8 a promu
la croissance de la féve en poids sec des tiges mieux que I’inoculation par la souche P5
(114,02 contre 106,29%). Par contre en présence du sel I’inoculation par la souche P5 a
promu la croissance de la feve en poids sec des tiges mieux que I’inoculation par la
souche P8 (104,33 contre 100,26%).

Ceci ouvre les perspectives suivantes :

Refaire I’expérience dans des conditions climatiques contr6lées et en utilisant une
variété sensible aux maladies fongiques ;

Compléter I’expérience par des essais in-situ ;

Utilisation des souches P5 et P8 et leurs métabolites comme biofertiliseurs dans sols

salés.
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Annexe A

Les milieux de culture

Gélose nutritive

PEPIONE . e e 69
Extraitde viande: ..........cooiiii i 19
Extraitde levure .. ..o 29

NG L 59

A e 20g

Eau distillée : ..o, 1000 mL
PH 7,2

PEPIONE .ot 69
Extraitde viande: ..........ooiiiiiii 19
Extraitde levure ... ..o 29
NACH: . e s e D0
Eau distillée : ..o 1000 mL
PH 7,2

PEPIONE .ot 69
Extraitde viande: ..........coooiiii i 19
Extraitde levure ... ..o 29
Emulsion de jaune d’ceuf ..o, 10%
AT e e 59
N0 - 209
Eau distillée : ..o, 1000 mL
PH 7,2
King B solide

Peptone A8 CASEINE ... vuuve i e e e e e e e e 20g
Sulfate de magnésium ..........coooi i, 1,59
Phosphate bipotassique ........c.ocvvvivii i e, 1,59
GIYCEIOL ..o 10ml
A e 20g
Eau distillée .......oovei 1000ml

DH oo, 7.2



King B liquide

Peptone de CaSiNe ........ovvvvieiieie e e e e 20g
Sulfate de magnésium ..........coooiiii i, 1,59
Phosphate bipotassique ..........oooveie e e, 1,59
GIYCEIOl ... 10ml
Eau distillée ... ..o, 1000ml
PH o 7,2
King A

Peptone de CaSiNe ........ovvvveeiieiie e e e 20g
Sulfate de potassium.........coovi i e 10g
Chlorure de magnésium .......c.covviii i e e, 1,49
GIYCEIOl ... 10ml
0 - 209
Eau distillée .......cooei 1000ml
PH e 7,2

Filtrat de pomme de terre™:........coviiiiii e 500 mL
GlUCOSE: ettt e e e e 20 ¢
AL 209
Eau distillée: ... ..o 500 mL
PH e 6,5

*Le filtrat est préparé en mettant a bouillir 200g de pomme
de terre épluchée dans 500 ml d’eau distillée.



Annexe B

L a solution nutritive (Haogland)

(C]_oH]_zFeNzNaOg)

Produit Composition Poids en g/l
Nitrate de potassium KNO; 191.90
Nitrate de calcium (NO3), Ca 4H,0 129.80
Nitrate d’Ammonium NO; NH,4 210
Sulfate de magnésium SO,;Mg 7H,0 61.5
Phosphate monopotassique PO,H,K 54.40
Di-potassium PO,K,H 3H,0 34.23
hydrogénophosphate

Chlorure de manganese Cl,Mn 4H,0 1.80
Sulfate de cuivre Cu SO, 5H,0 0.176
Sulfate de zinc Zn SO, 7H,0 0.219
Acide borique HsBO; 2.861
Molybdate d’ammonium MO, O,4 (NH,) 7H,0 0.285
Complexe ferrique EDTA ferrique 0.050




AnnexeC

Résultats de I’effet de I’inoculation du support pédologique par
Pseudomonas
Effet de I’inoculation sur la longueur des tiges.

Salinité S.omM/I S.60mM/I
Inoculation SP P5 P8 SP P5 P8

1 60,00 77,00 53,00 55,00 68,00 48,00

2 64,00 68,00 50,00 49,00 60,00 57,00

3 62,00 69,00 58,00 61,00 60,00 54,00

4 66,00 73,00 48,00 59,00 58,00 47,00

5 64,00 55,00 49,00 55,00 60,00 70,00

6 55,00 55,00 67,00 56,00 68,00 52,00

7 60,00 64,00 40,00 63,00 70,00 64,00

8 67,00 69,00 63,00 66,00 60,00 47,00

9 51,00 57,00 58,00 51,00 68,00 56,00

10 51,00 56,00 64,00 60,00 75,00 61,00
11 50,00 49,00 59,00 54,00 75,00 58,00
12 60,00 58,00 46,00 61,00 75,00 54,00
13 67,00 70,00 48,00 63,00 55,00 52,00
14 59,00 50,00 47,00 63,00 82,00 50,00
15 52,00 66,00 51,00 54,00 56,00 62,00
16 56,00 55,00 50,00 54,00 58,00 48,00
17 59,00 50,00 60,00 56,00 42,00 51,00
18 63,00 66,00 59,00 57,00 39,00 65,00
19 57,00 68,00 61,00 52,00 64,00 50,00
20 52,00 70,00 45,00 56,00 56,00 51,00
21 64,00 70,00 57,00 64,00 66,00 58,00
22 51,00 75,00 40,00 62,00 74,00 55,00
23 66,00 54,00 52,00 72,00 75,00 55,00
24 57,00 69,00 60,00 64,00 70,00 53,00
25 66,00 59,00 54,00 67,00 72,00 48,00
Moyenne 59,16 62,88 53,56 58,96 64,24 54,64

Effet de I’inoculation sur la longueur des racines

Salinité S.omM/I S.60mM/I
Inoculation SP P5 P8 SP P5 P8
1 14,00 14,00 13,00 18,00 15,00 13,00
2 15,00 19,00 17,00 11,00 19,00 15,00
3 21,00 18,00 13,00 19,00 17,00 14,00
4 21,00 17,00 15,00 20,00 15,00 13,00
5 18,00 20,00 11,00 24,00 10,00 15,00
6 24,00 16,00 20,00 15,00 17,00 15,00
7 18,00 13,00 14,00 19,00 13,00 15,00




18,00 12,00 18,00 16,00 13,00 14,00
8,00 18,00 22,00 17,00 12,00 17,00
10 8,00 17,00 12,00 18,00 18,00 16,00
11 27,00 18,00 14,00 13,00 16,00 18,00
12 22,00 17,00 19,00 19,00 14,00 13,00
13 13,00 19,00 18,00 20,00 13,00 13,00
14 19,00 16,00 16,00 19,00 15,00 14,00
15 17,00 16,00 19,00 12,00 14,00 15,00
16 23,00 16,00 18,00 24,00 12,00 14,00
17 17,00 15,00 13,00 21,00 14,00 12,00
18 15,00 17,00 13,00 19,00 12,00 17,00
19 17,00 14,00 17,00 20,00 17,00 16,00
20 18,00 16,00 14,00 17,00 12,00 16,00
21 17,00 15,00 14,00 7,00 15,00 16,00
22 11,00 15,00 15,00 14,00 17,00 16,00
23 20,00 8,00 11,00 0,15 17,00 14,00
24 19,00 15,00 15,00 13,00 15,00 16,00
25 19,00 13,00 15,00 14,00 18,00 15,00
Moyenne 17,56 15,76 15,44 16,37 14,80 14,88
Effet de I’inoculation sur la longueur des plantes.
Salinité S.omM/I S.60mM/I
Inoculation SP P5 P8 SP P5 P8
1 74,00 91,00 66,00 73,00 83,00 61,00
2 79,00 87,00 67,00 60,00 79,00 72,00
3 83,00 87,00 71,00 80,00 77,00 68,00
4 87,00 90,00 63,00 79,00 73,00 60,00
5 82,00 75,00 60,00 79,00 70,00 85,00
6 79,00 71,00 87,00 71,00 85,00 67,00
7 78,00 77,00 54,00 82,00 83,00 79,00
8 85,00 81,00 81,00 82,00 73,00 61,00
9 59,00 75,00 80,00 68,00 80,00 73,00
10 59,00 73,00 76,00 78,00 93,00 77,00
11 77,00 67,00 73,00 67,00 91,00 76,00
12 82,00 75,00 65,00 80,00 89,00 67,00
13 80,00 89,00 66,00 83,00 68,00 65,00
14 78,00 66,00 63,00 82,00 97,00 64,00
15 69,00 82,00 70,00 66,00 70,00 77,00
16 79,00 71,00 68,00 78,00 70,00 62,00
17 76,00 65,00 73,00 77,00 56,00 63,00
18 78,00 83,00 72,00 76,00 51,00 82,00
19 74,00 82,00 78,00 72,00 81,00 66,00
20 70,00 86,00 59,00 73,00 68,00 67,00
21 81,00 85,00 71,00 71,00 81,00 74,00




22 62,00 90,00 55,00 76,00 91,00 71,00
23 86,00 62,00 63,00 72,15 92,00 69,00
24 76,00 84,00 75,00 77,00 85,00 69,00
25 85,00 72,00 69,00 81,00 90,00 63,00
Moyenne 76,72 78,64 69,00 75,33 79,04 69,52
Effet de I’inoculation sue le poids frais des tiges.
Salinité S.omM/I S.60mM/I
Inoculation SP P5 P8 SP P5 P8
1 7,70 18,39 11,14 8,31 12,21 6,62
2 10,72 12,51 8,30 7,96 10,21 7,96
3 8,37 16,06 9,20 12,08 12,51 15,17
4 11,85 12,37 10,43 8,44 5,13 10,01
5 10,44 8,38 3,73 6,62 6,65 11,82
6 9,48 9,88 12,16 7,77 8,52 12,23
7 7,89 8,55 7,10 9,72 10,34 8,78
8 6,89 11,93 12,50 9,33 9,15 9,62
9 10,64 7,85 9,97 7,73 7,48 9,50
10 4,23 7,93 10,02 12,07 12,96 13,90
11 13,85 7,47 7,88 5,51 12,44 6,49
12 4,82 10,80 7,99 9,79 15,61 12,45
13 9,62 12,58 8,35 13,58 9,36 5,50
14 10,78 6,38 6,87 9,66 16,29 9,02
15 8,23 12,46 8,61 6,18 7,91 13,32
16 6,23 11,46 8,56 9,96 6,94 10,58
17 6,20 4,68 7,95 6,01 4,55 6,34
18 13,41 7,75 9,55 6,89 5,47 7,17
19 9,02 13,17 9,78 12,86 15,44 10,53
20 9,65 11,21 6,69 11,93 7,32 12,80
21 6,07 10,65 11,01 6,33 9,36 10,40
22 9,56 13,66 8,36 12,45 12,77 8,54
23 5,15 6,60 10,16 11,98 11,31 10,45
24 9,87 14,65 13,97 10,85 12,71 11,96
25 12,38 7,95 11,20 10,87 14,49 9,71
Moyenne 8,92 10,61 9,26 9,40 10,29 10,03
Effet de I’inoculation sur les poids frais des racines.
Salinité S.omM/I S.60mM/I
Inoculation SP P5 P8 SP P5 P8
1 2,46 12,57 5,21 4,13 7,59 3,20
2 4,50 10,77 7,69 2,67 4,67 3,26
3 3,29 8,72 4,37 4,38 7,09 9,74
4 2,47 4,89 4,06 3,66 2,37 5,53
5 4,80 5,01 0,87 2,32 1,91 5,97




6 3,77 3,12 11,34 2,24 5,71 4,89
7 3,75 3,80 8,38 4,60 7,02 5,17

8 3,16 5,28 11,16 3,32 4,01 3,46

9 1,18 5,10 12,75 7,90 3,37 6,58
10 1,42 6,32 4,78 3,38 7,62 7,81
11 3,84 5,54 4,27 1,83 6,95 5,33
12 4,41 3,80 3,54 3,58 6,91 1,52
13 3,66 5,35 3,85 9,00 4,58 1,90
14 6,22 2,47 4,27 1,07 5,51 4,70
15 2,41 6,58 5,07 1,05 2,20 7,73
16 2,25 7,35 4,99 4,14 2,67 2,74
17 4,21 1,39 3,53 1,69 2,83 9,96
18 1,96 3,17 3,13 3,69 2,63 5,57
19 3,12 7,77 6,57 4,31 11,92 5,81
20 1,27 4,31 6,98 5,49 3,38 5,82
21 5,19 5,72 9,25 0,72 4,35 5,13
22 1,61 6,51 6,20 4,37 5,13 4,34
23 4,08 2,22 4,65 4,34 3,39 5,34
24 4,41 5,70 8,62 3,42 8,05 4,20
25 3,69 2,12 12,35 3,77 8,67 4,75
Moyenne 3,33 5,42 6,32 3,64 5,22 5,22

Effet de I’inoculation sur le poids frais des plantes.
Salinité S.omM/I S.60mM/I
Inoculation SP P5 P8 SP P5 P8

1 10,16 30,96 16,35 12,44 19,80 9,82

2 15,22 23,28 15,99 10,63 14,88 11,22

3 11,66 24,78 13,57 16,46 19,60 24,91

4 14,32 17,26 14,49 12,10 7,50 15,54

5 15,24 13,39 4,60 8,94 8,56 17,79

6 13,25 13,00 23,50 10,01 14,23 17,12

7 11,64 12,35 15,48 14,32 17,36 13,95

8 10,05 17,21 23,66 12,65 13,16 13,08

9 11,82 12,95 22,72 15,63 10,85 16,08
10 5,65 14,25 14,80 15,45 20,58 21,71
11 17,69 13,01 12,15 7,34 19,39 11,82
12 9,23 14,60 11,53 13,37 22,52 13,97
13 13,28 17,93 12,20 22,58 13,94 7,40
14 17,00 8,85 11,14 10,73 21,80 13,72
15 10,64 19,04 13,68 7,23 10,11 21,05
16 8,48 18,81 13,55 14,10 9,61 13,32
17 10,41 6,07 11,48 7,70 7,38 16,30
18 15,37 10,92 12,68 10,58 8,10 12,74
19 12,14 20,94 16,35 17,17 27,36 16,34




20 10,92 15,52 13,67 17,42 10,70 18,62
21 11,26 16,37 20,26 7,05 13,71 15,53
22 11,17 20,17 14,56 16,82 17,90 12,88
23 9,23 8,82 14,81 16,32 14,70 15,79
24 14,28 20,35 22,59 14,27 20,76 16,16
25 16,07 10,07 23,55 14,64 23,16 14,46
Moyenne 12,25 16,04 15,57 13,04 15,51 15,25
Effet de I’inoculation sur le poids sec des tiges.
Salinité S.omM/I S.60mM/I
Inoculation SP P5 P8 SP P5 P8
1 0,98 1,94 1,30 1,10 1,43 0,68
2 1,30 1,44 1,20 0,87 1,23 1,00
3 1,04 1,63 1,23 1,47 1,40 1,30
4 1,39 1,22 1,23 0,95 0,55 1,01
5 1,34 0,88 0,63 0,73 0,60 1,18
6 1,28 1,07 1,65 0,90 0,91 1,35
7 0,95 0,85 0,88 1,14 1,19 0,99
8 0,78 1,25 1,59 1,08 0,96 1,08
9 1,25 0,95 1,30 0,93 0,76 0,98
10 0,44 0,95 1,34 1,33 1,28 1,43
11 1,67 0,93 1,02 0,59 1,25 0,75
12 0,55 1,09 1,17 1,13 1,72 1,25
13 1,17 1,41 1,13 1,57 1,13 0,67
14 1,26 0,83 1,01 1,21 1,83 1,41
15 1,08 1,59 0,99 0,73 0,83 1,25
16 0,66 1,27 0,98 1,07 0,80 1,04
17 0,77 0,47 0,97 0,71 0,53 0,59
18 1,78 0,86 1,19 0,78 0,59 0,68
19 1,06 1,36 1,36 1,18 1,76 0,98
20 1,20 1,23 0,90 1,33 0,80 1,36
21 0,73 1,07 1,27 0,85 1,05 1,53
22 1,13 1,51 1,07 1,31 1,48 1,34
23 0,63 0,61 1,23 1,44 1,19 0,97
24 1,19 1,51 2,34 1,25 1,39 1,29
25 1,41 0,82 1,85 1,32 1,55 1,00
Moyenne 1,08 1,15 1,23 1,08 1,13 1,08
Effet de I’inoculation sur le poids sec des racines.
Salinité S.omM/I S.60mM/I
Inoculation SP P5 P8 SP P5 P8
1 0,32 1,10 0,48 0,63 0,48 0,40
2 0,45 0,95 0,83 0,44 0,59 0,32
3 0,41 0,71 0,44 0,51 0,24 0,95




4 0,38 0,40 0,39 0,45 0,17 0,53
5 0,55 0,42 0,13 0,41 0,47 0,52

6 0,50 0,36 1,17 0,18 0,67 0,43

7 0,43 0,33 0,61 0,37 0,37 0,53

8 0,44 0,49 0,75 0,37 0,28 0,33

9 0,14 0,50 1,22 0,70 0,62 0,66
10 0,23 0,54 0,50 0,42 0,58 0,88
11 0,58 0,57 0,46 0,22 0,65 0,56
12 0,53 0,37 0,42 0,38 0,49 0,20
13 0,47 0,56 0,49 0,84 0,56 0,20
14 0,65 0,22 0,40 0,20 0,24 0,45
15 0,31 0,66 0,53 0,17 0,28 0,71
16 0,34 0,73 0,52 0,40 0,37 0,28
17 0,56 0,19 0,40 0,22 0,35 0,92
18 0,28 0,36 0,33 0,32 0,96 0,62
19 0,38 0,73 0,56 0,42 0,33 0,62
20 0,22 0,38 0,65 0,55 0,42 0,66
21 0,57 0,54 0,88 0,13 0,44 0,67
22 0,24 0,63 0,62 0,34 0,38 0,44
23 0,55 0,24 0,48 0,40 0,68 0,59
24 0,81 0,62 0,96 0,45 0,73 0,46
25 0,51 0,28 1,16 0,47 0,48
Moyenne 0,43 0,52 0,62 0,40 0,47 0,54

Effet de I’inoculation sur le poids frais des plantes.
Salinité S.0omM/I S.60mM/I

Inoculation SP P5 P8 SP P5 P8
1 1,30 3,04 1,78 1,73 2,08 1,08

2 1,75 2,39 2,03 1,31 1,71 1,32

3 1,45 2,34 1,67 1,98 1,99 2,25

4 1,77 1,62 1,62 1,40 0,79 1,54

5 1,89 1,30 0,76 1,14 0,77 1,70

6 1,78 1,43 2,82 1,08 1,38 1,78

7 1,38 1,18 1,49 1,51 1,86 1,52

8 1,22 1,74 2,34 1,45 1,33 1,41

9 1,39 1,45 2,52 1,63 1,04 1,64
10 0,67 1,49 1,84 1,75 1,90 2,31
11 2,25 1,50 1,48 0,81 1,83 1,31
12 1,08 1,46 1,59 1,51 2,37 1,45
13 1,64 1,97 1,62 2,41 1,62 0,87
14 1,91 1,05 1,41 1,41 2,39 1,86
15 1,39 2,25 1,52 0,90 1,07 1,96
16 1,00 2,00 1,50 1,47 1,08 1,32
17 1,33 0,66 1,37 0,93 0,90 1,51




18 2,06 1,22 1,52 1,10 0,94 1,30
19 1,44 2,09 1,92 1,60 2,72 1,60
20 1,42 1,61 1,55 1,88 1,13 2,02
21 1,30 1,61 2,15 0,98 1,47 2,20
22 1,37 2,14 1,69 1,65 1,92 1,78
23 1,18 0,85 1,71 1,84 1,57 1,56
24 2,00 2,13 3,30 1,70 2,07 1,75
25 1,92 1,10 3,01 1,79 2,28 1,48
Moyenne 1,52 1,66 1,85 1,48 1,61 1,62




Analyse devariance

Longueur des tiges

Annexe D

S.CE DDL |C.M. TEST F PROBA E.T. C.V.
var.totale 10230,69 149 | 68,662
var.facteur 1 2239,053 2 1119,526 20,269 0
var.facteur 2 20,908 1 20,908 0,379 0,54678
var.inter f1*2 17,292 2 8,646 0,157 0,85611
var.residuelle 1 7953,44 144 | 55,232 7,432 12,62%
Longueur des racines

S.CE DDL | C.M. TEST F PROBA E.T. C.V.
var.totale 1817,282 149 |12,197
var.facteur 1 101,628 50,814 4,349 0,01453
var.facteur 2 30,69 30,69 2,627 0,10308
var.inter f1*2 2,57 1,285 0,11 0,89575
var.residuelle 1 1682,394 144 ] 11,683 3,418 21,63%
Longueur des plantes

S.CE DDL | C.M. TEST F PROBA E.T. C.V.
var.totale 12426,3 149 |83,398
var.facteur 1 2424167 2 1212,083 17,502 0
var.facteur 2 0,936 1 0,936 0,014 0,90369
var.inter f1*2 28,734 2 14,367 0,207 0,81512
var.residuelle 1 9972,466 144 | 69,253 8,322 11,14%
Poids frais des tiges

S.C.E DDL | C.M. TEST F PROBA E.T. C.V.
var.totale 1159,707 149 |7,783
var.facteur 1 42,449 21,224 2,764 0,06468
var.facteur 2 3,536 3,536 0,461 0,50565
var.inter f1*2 8,124 4,062 0,529 0,596
var.residuelle 1 1105,598 144 | 7,678 2,771 28,41%
Poids frais des racines

S.C.E DDL | C.M. TEST F PROBA E.T. C.V.

var.totale 946,761 149 6,354
var.facteur 1 146,444 73,222 13,458 0,00001
var.facteur 2 4,015 4,015 0,738 0,39614
var.inter f1*2 12,804 6,402 1,177 0,31143
var.residuelle 1 783,498 144 | 5,441 2,333 48,02%

Poids frais des plantes




S.C.E DDL |C.M. TEST F PROBA E.T. C.V.
var.totale 3254,088 149 |21,84
var.facteur 1 293,24 146,62 7,161 0,00122
var.facteur 2 0,014 0,014 0,001 0,9773
var.inter f1*2 12,602 6,301 0,308 0,74002
var.residuelle 1 2948,232 144 20,474 4,525 30,97%
Poids sec des tiges
S.C.E DDL |C.M. TEST F PROBA E.T. C.V.
var.totale 15,951 149 |0,107
var.facteur 1 0,167 0,084 0,776 0,46581
var.facteur 2 0,124 0,124 1,156 0,28411
var.inter f1*2 0,158 0,079 0,734 0,48593
var.residuelle 1 15,501 144 0,108 0,328 29,14%
Poids sec des racines
S.C.E DDL |C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
var.totale 6,821 149 0,046
var.facteur 1 0,632 0,316 7,494 0,00093
var.facteur 2 0,101 0,101 2,391 0,11997
var.inter f1*2 0,014 0,007 0,166 0,84834
var.residuelle 1 6,074 144 0,042 0,205 41,45%
Poids sec des plantes
S.C.E DDL |C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
var.totale 6,821 149 0,046
var.facteur 1 0,632 0,316 7,494 0,00093
var.facteur 2 0,101 0,101 2,391 0,11997
var.inter f1*2 0,014 0,007 0,166 0,84834
var.residuelle 1 6,074 144 0,042 0,205 41,45%

Facteur 1 : inoculation par Pseudomonas

Facteur 2

salinité




Comparaison entreles moyennes
Longueur des tiges

Moyenne | Moyenne | valeurt dl p N Actifs | N Actifs | Ec-Type | Ec-Type | RatioF
P1-S0 vs. P0-SO | 62,88000 | 59,16000 | 1,83049 48| 0,073389 25 25| 8,40793 | 5,705845 | 2,171393
P1-SO vs. PO-S1 | 62,88000 | 58,96000 | 1,94164 48 | 0,058063 25 25| 8,40793 | 5586293 | 2,265328
P2-S0vs. PO-SO | 53,56000 | 59,16000 | -3,01675 48 | 0,004079 25 25| 7,32052 | 5,705845 | 1,646053
P2-S0vs. PO-S1 | 53,56000 | 58,96000 | -2,93207 48 | 0,005146 25 25| 7,32052 | 5,586293 | 1,717261
P1-Slvs. P0-SO | 64,24000 | 59,16000 | 2,15637 48 | 0,036095 25 25| 10,30485 | 5,705845 | 3,261698
P1-S1vs. PO-S1 | 64,24000 | 58,96000 | 2,25225 48 | 0,028917 25 25| 10,30485 | 5,586293 | 3,402799
P2-S1vs. P0-SO | 54,64000 | 59,16000 | -2,70676 48 | 0,009382 25 25| 6,09563 | 5,705845 | 1,141292
P2-S1vs. PO-S1 | 54,64000 | 58,96000 | -2,61241 48 | 0,011967 25 25| 6,09563 | 5,586293 | 1,190664
P0-SO vs. P1-SO | 59,16000 | 62,88000 | -1,83049 48 | 0,073389 25 25| 5,70584 | 8,407933 | 2,171393
P0-SO vs. P0-S1 | 59,16000 | 58,96000 | 0,12523 48| 0,900863 25 25| 5,70584 | 5586293 | 1,043260
P1-S1vs. P1-SO | 64,24000 | 62,88000 | 0,51129 48| 0,611494 25 25| 10,30485 | 8,407933 | 1,502122
P1-Slvs. PO-S1 | 64,24000 | 58,96000 | 2,25225 48 | 0,028917 25 25| 10,30485 | 5,586293 | 3,402799
Longueur des racines
Moyenne | Moyenne | valeurt | dl p N Actifs | N Actifs | Ec-Type | Ec-Type | RatioF
P1-S0 vs. P0-SO | 15,76000 | 17,56000 | -1,73109 | 48 0,089860 | 25 25 2,570344 | 4519218 | 3,091322
P1-SO vs. PO-S1 | 15,76000 | 16,96000 | -1,26313 | 48 0,212642 | 25 25 2,570344 | 3,994580 | 2,415237
P2-S0 vs. P0-SO | 15,44000 | 17,56000 | -1,97932 | 48 0,053531 | 25 25 2,873442 | 4519218 | 2,473557
P2-S0 vs. P0-S1 | 15,44000 | 16,96000 | -1,54449 | 48 0,129037 | 25 25 2,873442 | 3,994580 | 1,932580
P1-S1vs. PO-SO | 14,80000 | 17,56000 | -2,71477 | 48 0,009188 | 25 25 2,327373 | 4519218 | 3,770462
P1-S1vs. PO-S1 | 14,80000 | 16,96000 | -2,33608 | 48 0,023711 | 25 25 2,327373 | 3,994580 | 2,945846
P2-S1vs. P0-SO | 14,88000 | 17,56000 | -2,81767 | 48 0,007004 | 25 25 1,480991 | 4,519218 | 9,311550
P2-S1vs. PO-S1 | 14,88000 | 16,96000 | -2,44115 | 48 0,018379 | 25 25 1,480991 | 3,994580 | 7,275076
P0-SO vs. PO-S1 | 17,56000 | 16,96000 | 0,497382 | 48 0,621191 | 25 25 4,519218 | 3,994580 | 1,279925
Longueur des plantes
Moyenne | Moyenne | valeurt dl p N Actifs | N Actifs | Ec-Type | Ec-Type | RatioF
P1-S0 vs. P0-SO | 78,64000 | 76,72000 | 0,82360 48 | 0,414242 25 25| 8,71244 | 7,743384 | 1,265955
P1-SO vs. PO-S1 | 78,64000 | 75,32600 | 1,57624 48| 0,121539 25 25| 8,71244 | 5,882409 | 2,193661
P2-S0vs. PO-SO | 69,00000 | 76,72000 | -3,45650 48| 0,001155 25 25| 8,04674| 7,743384 | 1,079887
P2-S0vs. PO-S1 | 69,00000 | 75,32600 | -3,17329 48| 0,002630 25 25| 8,04674 | 5,882409 | 1,871239
P1-S1vs. PO-SO | 79,04000 | 76,72000 | 0,83571 48 | 0,407460 25 25| 11,51984 | 7,743384 | 2,213253
P1-S1vs. PO-S1 | 79,04000 | 75,32600 | 1,43566 48 | 0,157584 25 25| 11,51984 | 5,882409 | 3,835150
P2-Slvs. P0-SO | 69,52000 | 76,72000 | -3,47129 48 | 0,001106 25 25| 6,89879 | 7,743384 | 1,259840
P2-S1vs. PO-S1 | 69,52000 | 75,32600 | -3,20200 48| 0,002423 25 25| 6,89879 | 5,882409 | 1,375421
P0-SO vs. PO-S1 | 76,72000 | 75,32600 | 0,716758 48 | 0,476996 25 25| 7,743384 | 5,882409 | 1,732811
Poids frais des tiges
Moyenne | Moyenne | valeurt dl p N Actifs | N Actifs | Ec-Type | Ec-Type | RatioF
P1-SO0vs. PO-SO | 10,61280 | 8,922000 | 2,018593 48 | 0,049135 25 25| 3,279254 | 2,605069 | 1,584571
P1-SO vs. P0O-S1 | 10,61280 | 9,395200 | 1,492784 48| 0,142038 25 25| 3,279254 | 2,424645 | 1,829169




P2-S0 vs. P0-SO 9,25920 | 8,922000 | 0,498791 48 | 0,620205 25 25| 2,153872 | 2,605069 | 1,462846
P2-S0 vs. PO-S1 9,25920 | 9,395200 0,209672_ 48 | 0,834811 25 25| 2,153872 | 2,424645 | 1,267232
P1-S1vs. P0O-SO | 10,28520 | 8,922000 | 1,590824 48 | 0,118215 25 25| 3,401642 | 2,605069 | 1,705057
P1-S1vs. PO-S1 | 10,28520 | 9,395200 | 1,065274 48| 0,292081 25 25| 3,401642 | 2,424645 | 1,968254
P2-S1 vs. PO-SO | 10,03480 | 8,922000 | 1,530057 48 | 0,132567 25 25| 2,537221 | 2,605069 | 1,054197
P2-S1vs. P0-S1 | 10,03480 | 9,395200 | 0,911248 48| 0,366718 25 25| 2,537221 | 2,424645 | 1,095016
PO-SOvs. P1-S0 | 8,92200 | 10,61280 | -2,01859 48 | 0,049135 25 25| 2,605069 | 3,279254 | 1,584571
P0-S0 vs. PO-S1 8,92200 | 9,39520 | -0,66482 48 | 0,509344 25 25| 2,605069 | 2,424645 | 1,154363
P2-S1vs. P1-S0 | 10,03480 | 10,61280 | -0,69702 48 | 0,489150 25 25| 2,537221 | 3,279254 | 1,670449
P2-S1vs. P0-S1 | 10,03480 | 9,39520 | 0,91125 48 | 0,366718 25 25| 2,537221 | 2,424645 | 1,095016
P1-S1vs. P2-S1 | 10,28520 | 10,03480 | 0,295028 48| 0,769245 25 25| 3,401642 | 2,537221 | 1,797465
P1-SO vs. P2-SO | 10,61280 | 9,259200 | 1,725057 48 | 0,090951 25 25| 3,279254 | 2,153872 | 2,317982
P2-S1vs. P2-S0 | 10,03480 | 9,259200 | 1,165208 48| 0,249693 25 25| 2,537221 | 2,153872 | 1,387640
Poids frais des racines
Moyenne | Moyenne | valeurt dl p N Actifs | N Actifs | Ec-Type | Ec-Type | RatioF
P1-S0vs. P0-SO | 5,423200 | 3,325200 | 3,565814 48 | 0,000834 25 25| 2,637007 | 1,304042 | 4,089209
P1-S0vs. PO-S1 | 5,423200 | 3,642800 | 2,734093 48 | 0,008735 25 25| 2,637007 | 1,909774 | 1,906595
P2-S0vs. PO-SO | 6,315200 | 3,325200 | 4,407055 48 | 0,000059 25 25| 3,131628 | 1,304042 | 5,767094
P2-S0vs. PO-S1 | 6,315200 | 3,642800 | 3,642843 48 | 0,000660 25 25| 3,131628 | 1,909774 | 2,688910
P1-S1vs. PO-SO | 5,221200 | 3,325200 | 3,368209 48 | 0,001499 25 25| 2,494229 | 1,304042 | 3,658384
P1-Slvs. PO-S1 | 5,221200 | 3,642800 | 2,512253 48| 0,015412 25 25| 2,494229 | 1,909774 | 1,705723
P2-S1vs. PO-SO | 5,218000 | 3,325200 | 3,858413 48 | 0,000340 25 25| 2,077452 | 1,304042 | 2,537926
P2-S1vs. PO-S1 | 5,218000 | 3,642800 | 2,791040 48 | 0,007518 25 25| 2,077452 | 1,909774 | 1,183309
P0-SO vs. PO-S1 | 3,325200 | 3,642800 0,686696; 48 | 0,495579 25 25| 1,304042 | 1,909774 | 2,144770
Poids frais des plantes
Moyenne | Moyenne | valeurt dl p N Actifs | N Actifs | Ec-Type | Ec-Type | RatioF
P1-SO0vs. PO-SO | 16,03600 | 12,24720 | 3,004327 48 | 0,004221 25 25| 5,603211 | 2,892105 | 3,753582
P1-SOvs. PO-S1 | 16,03600 | 13,03800 | 2,202009 48 | 0,032503 25 25| 5,603211 | 3,865877 | 2,100767
P2-S0vs. PO-SO | 15,57440 | 12,24720 | 2,996796 48 | 0,004310 25 25| 4,738379 | 2,892105 | 2,684303
P2-S0vs. PO-S1 | 15,57440 | 13,03800 | 2,073805 48 | 0,043486 25 25| 4,738379 | 3,865877 | 1,502323
P1-Slvs. P0-SO | 15,50640 | 12,24720 | 2,580406 48 | 0,012983 25 25| 5,614140 | 2,892105 | 3,768238
P1-S1vs. PO-S1 | 15,50640 | 13,03800 | 1,810628 48 | 0,076460 25 25| 5,614140 | 3,865877 | 2,108969
P2-Slvs. P0-SO | 15,25280 | 12,24720 | 3,165971 48 | 0,002685 25 25| 3,763927 | 2,892105 | 1,693769
P2-S1vs. PO-S1 | 15,25280 | 13,03800 | 2,052425 48 | 0,045603 25 25| 3,763927 | 3,865877 | 1,054906
P0-SO vs. PO-S1 | 12,24720 | 13,03800 0,8189755 48| 0,416847 25 25| 2,892105 | 3,865877 | 1,786768
Poids sec des tiges
Moyenne | Moyenne | valeurt dl p N Actifs | N Actifs | Ec-Type | Ec-Type | RatioF
P1-SO vs. PO-SO | 1,149600 | 1,081600 | 0,703852 48 | 0,484925 25 25| 0,347365 | 0,335679 | 1,070834
P1-SO vs. PO-S1 | 1,149600 | 1,078800 | 0,808913 48| 0,422557 25 25| 0,347365 | 0,266182 | 1,703003
P2-S0 vs. P0-SO | 1,233200 | 1,081600 | 1,571979 48 | 0,122525 25 25| 0,346166 | 0,335679 | 1,063457




P2-S0 vs. PO-S1 | 1,233200 | 1,078800 | 1,767912 48 | 0,083431 25 25| 0,346166 | 0,266182 | 1,691270
P1-S1vs. P0O-SO | 1,128400 | 1,081600 | 0,455995 48 | 0,650450 25 25| 0,388144 | 0,335679 | 1,337014
P1-S1vs. PO-S1 | 1,128400 | 1,078800 | 0,526935 48 | 0,600666 25 25| 0,388144 | 0,266182 | 2,126323
P2-S1vs. PO-SO | 1,084400 | 1,081600 | 0,032647 48| 0,974092 25 25| 0,266866 | 0,335679 | 1,582208
P2-S1vs. P0O-S1 | 1,084400 | 1,078800 | 0,074286 48 | 0,941092 25 25| 0,266866 | 0,266182 | 1,005147
PO-SO vs. P1-SO | 1,081600 | 1,149600 0,703852- 48 | 0,484925 25 25| 0,335679 | 0,347365 | 1,070834
P0-SO vs. PO-S1 | 1,081600 | 1,078800 | 0,032679 48 | 0,974066 25 25| 0,335679 | 0,266182 | 1,590352
P0-SO vs. P2-S1 | 1,081600 | 1,084400 0,032647- 48 | 0,974092 25 25| 0,335679 | 0,266866 | 1,582208
P2-S0 vs. P1-SO | 1,233200 | 1,149600 | 0,852363 48 | 0,398245 25 25| 0,346166 | 0,347365 | 1,006938
P2-S0 vs. P0-S1 | 1,233200 | 1,078800 | 1,767912 48 | 0,083431 25 25| 0,346166 | 0,266182 | 1,691270
P2-S0 vs. P2-S1 | 1,233200 | 1,084400 | 1,702164 48| 0,095194 25 25| 0,346166 | 0,266866 | 1,682610
P1-S1vs. P1-SO | 1,128400 | 1,149600 0’20350i 48| 0,839604 25 25| 0,388144 | 0,347365 | 1,248572
P1-S1vs. PO-S1 | 1,128400 | 1,078800 | 0,526935 48 | 0,600666 25 25| 0,388144 | 0,266182 | 2,126323
P1-S1vs. P2-S1 | 1,128400 | 1,084400 | 0,467058 48| 0,642572 25 25| 0,388144 | 0,266866 | 2,115435
Poids sec des racines
Moyenne | Moyenne | valeurt dl p N Actifs | N Actifs | Ec-Type | Ec-Type | RatioF
P1-SO vs. P0-SO | 0,515200 | 0,434000 | 1,502663 48 | 0,139477 25 25| 0,221888 | 0,154164 | 2,071571
P1-SOvs. PO-S1 | 0,515200 | 0,399600 | 2,078294 48 | 0,043052 25 25| 0,221888 | 0,167667 | 1,751343
P2-S0vs. PO-SO | 0,615200 | 0,434000 | 2,84539%6 48| 0,006504 25 25| 0,278599 | 0,154164 | 3,265820
P2-S0vs. PO-S1 | 0,615200 | 0,399600 | 3,315276 48| 0,001749 25 25| 0,278599 | 0,167667 | 2,760983
P1-S1vs. PO-SO | 0,472800 | 0,434000 | 0,807427 48| 0,423404 25 25| 0,184290 | 0,154164 | 1,429004
P1-S1vs. P0-S1 | 0,472800 | 0,399600 | 1,469003 48 | 0,148356 25 25| 0,184290 | 0,167667 | 1,208106
P2-S1vs. PO-SO | 0,536400 | 0,434000 | 2,021112 48 | 0,048864 25 25| 0,201016 | 0,154164 | 1,700168
P2-S1vs. PO-S1 | 0,536400 | 0,399600 | 2,613055 48| 0,011948 25 25| 0,201016 | 0,167667 | 1,437353
PO-SO vs. PO-S1 | 0,434000 | 0,399600 | 0,755149 48 | 0,453849 25 25| 0,154164 | 0,167667 | 1,182847
Poids sec des plantes
Moyenne | Moyenne | valeurt dl p N Actifs | N Actifs | Ec-Type | Ec-Type | RatioF
P1-SO vs. PO-SO | 1,664800 | 1,515600 | 1,126878 48 | 0,265396 25 25| 0,547533 | 0,372101 | 2,165209
P1-S0 vs. PO-S1 1,664800 | 1,478400 | 1,392833 48| 0,170088 25 25| 0,547533 | 0,384650 | 2,026233
P2-S0vs. PO-SO | 1,848400 | 1,515600 | 2,447549 48| 0,018092 25 25| 0,568995 | 0,372101 | 2,338278
P2-SOvs. PO-S1 | 1,848400 | 1,478400 | 2,693603 48| 0,009708 25 25| 0,568995 | 0,384650 | 2,188194
P1-S1vs. PO-SO | 1,608400 | 1,515600 | 0,695587 48 | 0,490042 25 25| 0,553637 | 0,372101 | 2,213753
P1-S1 vs. PO-S1 1,608400 | 1,478400 | 0,964186 48| 0,339785 25 25| 0,553637 | 0,384650 | 2,071661
P2-S1 vs. PO-SO 1,620800 | 1,515600 | 1,026794 48| 0,309664 25 25| 0,352088 | 0,372101 | 1,116911
P2-S1vs. PO-S1 | 1,620800 | 1,478400 | 1,365394 48 | 0,178494 25 25| 0,352088 | 0,384650 | 1,193518
PO-SO vs. PO-S1 1,515600 | 1,478400 | 0,347548 48| 0,729699 25 25| 0,372101 | 0,384650 | 1,068588

PO : sans inoculation.

P1 :inoculation par la souche P5.
P2 : inoculation par la souche P8.
SO : sans saliniteé.
S1: avec salinité.




Résumeé

Notre étude porte sur I’identification de quelques espéces de Pseudomonas (P4,
P5, P7 et P8) isolées des sols salés du nord ouest Algérien et I’effet de leurs métabolites
sur la croissance de Alternaria alternata I’agent causal de la maladie de I’alternariose
de la feve (Vicia fabae). Nous nous somme intéressé aussi a la stimulation de la
croissance de cette espéce végétale dans les conditions salines (60mM/I de NaCl) et en
absence du sel. Les analyses portent sur les taux d’inhibition de la croissance
mycélienne de la souche Alternaria alternata et le taux de croissance des plantes
inoculées par les souches de Pseudomonas exprimé par les parametres biométriques.

D’aprés les résultats obtenus du test in-vitro, les espéces P5 et P8 et leurs
métabolites ont montré un effet important sur la croissance mycélienne et la production
des spores d’Alternaria alternata.

Le test in-vivo montre que les espéces P8 et P5 ont influé significativement et
positivement la croissance en parameétres biométriques de la féve en condition salines et
sans sel.

L’inoculation par la souche P5 a promu la croissance de la féeve en hauteur des
tiges, poids frais et poids sec des tiges de 108,59%, 115,28%, 104,33% respectivement
en présence du sel

L’inoculation par la souche P5 a favorisé la croissance de la feve en poids frais
des tiges de 112,47%, en présence du sel

L’effet de ces espéces de Pseudomonas sur le développement de vicia fabae et
sur la croissance de Alternaria alternata envisage des nouvelles techniques et méthodes
biologiques de production et protection des cultures.

Mots clés: Pseudomonas, Vicia faba, meétabolites, Alternaria alternata,
stimulation de la croissance des plantes.
Summary

Our study focuses on the identification of some species of Pseudomonas (P4, P5,
P7 and P8) isolated from saline soils in northwestern Algeria and the effect of their
metabolites on the growth of Alternaria alternata the causative agent of the blight of the
bean disease (Vicia faba). We are also interested in stimulating the growth of this plant
species in saline conditions (60 mM / | NaCl) and absence of salts. The analysis focuses
on rates of inhibition of mycelial growth of Alternaria alternata strain and the rate of
growth of plants inoculated with strains of Pseudomonas expressed by biometrics.



According to the results of in-vitro test, P5 and P8 species and their metabolites
showed a significant effect on mycelia growth and production of spores of Alternaria
alternata.

The in-vivo test shows that the species P8 and P5 were significantly and positively
influencing the growth in biometric parameters of the bean in saline and salt-free
condition.

Inoculation with strain P5 has promoted the growth of the bean in stem height,
stem fresh weight and dry weight of stems of 108.59%, 115.28%, 104.33%,
respectively, in the presence of salt

Inoculation with strain P5 has fostered the growth of the bean stem fresh weight
of 112.47% in the presence of salt

The effect of Pseudomonas species on the development of Vicia faba and the
growth of Alternaria alternata is considering new techniques and methods of biological
production and crop protection.

Key worlds: Pseudomonas, Vicia faba, metabolites, Alternaria alternata,
promoting of plant growth.
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