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Résumé

La salinité et les résidus de cuivre dans la rhizosphére affectent les plantes et leurs
microorganismes associés. Les Pseudomonas rhizosphériques sont parmi les plus importantes
rhizobactéries pouvant contribuer a la promotion de la croissance des plantes, méme dans des
conditions de stress.

Ce travail s'inscrit dans le contexte de 1’évaluation et de la valorisation des roles de quelques
Pseudomonas rhizosphériques sur la feve (Vicia faba) en présence de NaCl et de cuivre. Cette
¢tude consiste en 1’isolement et la caractérisation phénotypique et moléculaire de quelques
isolats de Pseudomonas d’une région saharienne d’Adrar. Ces bactéries ont été inoculées sous
stress salin et cuprique pour évaluer leur effet sur deux variétés de feve (Vicia faba) pendant la
germination des graines et sur des plantations de quatre variétés de féve dans des pots. Une
autre expérience de plantation a été réalisée pour évaluer et corréler I’effet de la salinité et de
I’inoculation par Pseudomonas sur quelques paramétres chimiques et biochimiques de la feve.

La caractérisation phénotypique a permis de sélectionner 32 isolats bactériens du groupe
Pseudomonas fluorescents, dont P. fluorescens et P. putida. L’identification moléculaire de
I’isolat OA47 a permis de le rapprocher de Pseudomonas aeruginosa strain DSM 50071. Les
phénazines, la pyocyanine et la pyoverdine ont été extraites a partir de ces isolats, puis
caractérisées par différentes méthodes analytiques.

Les résultats du test de germination des graines de féve en présence du cuivre montrent une
variation entre les deux variétés étudiées, avec une certaine tolérance au cuivre de la variété
Aguadulce. Seul I’isolat OB14 a montré un effet positif sur la germination en présence de
cuivre. Le stress salin a affecté la germination des graines des deux variétés de feve, qu'elles
soient inoculées ou non, et a réduit le pourcentage ainsi que la vitesse de germination des
graines de la variété locale, y compris celles inoculées avec des Pseudomonas. En revanche,
I’inoculation bactérienne a significativement amélioré la germination des graines de la variété
Aguadulce sous conditions de stress salin.

Les isolats OA44, OA45, OA47, OB13 et OB14 de Pseudomonas ont montré un effet PGPR
sur les variétés testées de féve, avec une performance remarquable de I’isolat OA47. Les
résultats de plantation révélent que la salinité a diminué la production de biomasse et la teneur
en eau des quatre variétés de féve. L’inoculation par Pseudomonas aeruginosa strain DSM
50071 a clairement augmenté la biomasse et la teneur en eau dans les plantes stressées par le
cuivre et la salinité, ainsi que dans les plantes non stressées.

Il a également été constaté que la réponse des plantes aux concentrations de NaCl et de cuivre
a varié d’une variété a l’autre, ainsi que leur réponse a I’effet de I’inoculation par
P.aeruginosa. Les isolats P1, P7 et P15 ont amélioré la teneur en chlorophylle, la concentration
en proline et le ratio K*/Na* sous différentes concentrations de NaCl. La régression linéaire
montre que la plus forte corrélation a été enregistrée entre Na*/K* et la proline, tandis qu’une
corrélation nulle a été observée entre la chlorophylle et la biomasse.

Mots-clés : Pseudomonas, PGPR, Salinité, Cuivre, Stress, Vicia faba.
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Abstract

Salinity and copper residues in the rhizosphere affect plants and their associated
microorganisms. Rhizospheric Pseudomonas are among the most important rhizobacteria
that can help promote plant growth, even under stressful conditions.

The aim of this work was to evaluate and enhance the roles of some rhizospheric
Pseudomonas in faba bean (Vicia faba) cultivation in the presence of NaCl and copper. In
this study, some Pseudomonas isolates from a Saharan region of Adrar were isolated and
characterized phenotypically and molecularly. These bacteria were inoculated under salt
and copper stress to evaluate their effect on two varieties of faba bean (Vicia faba) during
seed germination and onpotted plants of four faba bean varieties. Another planting
experiment was carried out to evaluate and correlate the effect of salinity and Pseudomonas
inoculation on various chemical and biochemical parameters of faba beans.

Phenotypic characterization led to the selection of 32 fluorescent bacterial isolates from
the Pseudomonas group, including P. fluorescens and P. putida. Molecular identification
of isolate OA47 linked it to Pseudomonas aeruginosa strain DSM 50071.

The phenazines, pyocyanin, and pyoverdines were extracted from these isolates, then
characterized using various analytical methods.

The results of the germination test of faba bean seeds in the presence of copper show a
variation between the two studied varieties, with a certain tolerance to copper in the
Aguadulce variety. Only isolate OB14 showed a positive effect on germination in the
presence of copper.

Salt stress affected the seed germination of both inoculated and non-inoculated faba bean
varieties and reduced the germination percentage and rate of seeds of the local variety,
including those inoculated with Pseudomonas. On the other hand, bacterial inoculation
significantly improved the seed germination of the Aguadulce variety under salt stress
conditions.

The Pseudomonas isolates OA44, OA45, OA47, OB13, and OB14 showed a PGPR effect
on the tested faba bean varieties, with isolate OA47 exhibiting remarkable performance.

Planting results reveal that salinity decreased biomass production and water content in the
four faba bean varieties. Inoculation with Pseudomonas aeruginosa strain DSM 50071
clearly increased biomass and water content in copper-stressed and salinity-stressed plants,
as well as in non-stressed plants.

It was also found that the response of plants to NaCl and copper concentrations varied
among varieties, as did their response to inoculation with P. aeruginosa.

Isolates P1, P7, and P15 improved chlorophyll content, proline levels, and the K*/Na* ratio
under different NaCl concentrations.

Linear regression showed that the highest correlation value was recorded between Na'/K*
and proline, while no correlation was found between chlorophyll content and biomass.

Key words: Pseudomonas, PGPR, Salinity, Copper, Stress, Vicia faba.
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Introduction générale

Sept pourcent (7%) de la superficie modiale (930 millions d'hectares) sont affectés par
la salinité (Munns, 2002). Ce pénomeneréduit la superficie des terres exploitables de 1% a 2%
par an (FAO, 2002). Dans les régions arides et semi-arides, le manque d'eau et les climats
chauds et secs causent fréquemment des problemes de salinité (Jamil et al., 2005). C” est I'un
des facteurs les plus graves limitant la production des cultures engénant la germination des
graines et affectant négativement la croissance et le développement des plantes , en particulier
les plus sensibles (Zadeh et Naeini, 2007.,Dash et Panda, 2001). La germination des graines
est généralement I'étape la plus critique et la plus cruciale pour la survie des plantes en milieu
salin ou alcalin (Debez et al., 2001;Qu et al., 2008). la salinité diminue I'absorption des
nutriments par les plantes, en particulier I'absorption de phosphate (Grattan et Grieve, 1998).
Le stress osmotique peut également étre induit en limitant I'absorption d'eau dans le sol, et le
stress ionique résultant de fortes concentrations d'ions potentiellement toxiques dans les cellules
vegétales (Kohler et al., 2009). Ce stress affecte plusieurs processus biochimiques et
métaboliques dans les plantes, y compris la synthese des protéines, la photosynthése et le
métabolisme des lipides, ce qui entraine une réduction de la croissance et des rendements(ldder
et al., 2019; Parida et Das, 2005) L'accumulation d'ions, comme le chlorure de sodium, peut
altérer de nombreuses activités physiologiques (Lee et al., 2011),diminuer la productivité et
provoquer la mort des plantes (Munnset Tester, 2008). Le stress salin peut affecter la
germination, par la variation de I'équilibre hormonal ( Debez et al., 2001). Par effet osmotique
qui affecte le seuil d'hydratation, nécessaire pour déclencher le processus de germination, et
perturbe les enzymes impliquées dans la physiologie de la germination des graines (Rejiliet al.,
2006). Les effets defavorables de la salinité sur la germination des graines comprennent: (1) la
diminution des quantités de produits améliorant la germination des graines, y compris les
gibberellines, (2) I'augmentation des quantités d'’ABA, et (3) la modification de la permeabilité
des membranes et du comportement de I'eau dans les graines ( Khan et Ungar, 2002; Zhang et
al., 2018).
L'utilisation intensive des pesticides entraine progressivement I'accumulation de résidus
chimiques dans les sols, atteignant des doses toxiques pour les plantes et I'environnement. Cette
pratique est largement influencée par la demande incessante de production et de
commercialisation agricoles. Par exemple, le cuivre est un métal phytotoxique utilisé comme
fongicide et bactéricide, capable d'altérer la structure, la respiration et d'autres processus
microbiens (Ranjard et al., 2006; Sauvé et al., 1997). Les sels de cuivre, comme la bouillie
bordelaise, utilisé pour lutter contre le mildiou, est a I'origine de I'accumulation de ce métal
dans les sols (Oiv-onivins, 1990). En viticulture traditionnelle, la vigne est soumise de quatre a
cing traitements avec 10 a 12 kg de bouillie, équivalant de 50 a 60 kg de sel cristallisé, soit
environ 14 kg par hectare par an. Alors que la réglementation en agriculture biologique autorise
au maximum 6 kg de cuivre par hectare et par an (CE, 2008).
Le cuivre s'accumule dans les racines, en particulier dans I'apoplasme, et sa phytotoxicité
affecte principalement la croissance et la morphologie du systéeme racinaire (Millaleo et al.,
2010; Rout et Das, 2009). La réduction de I'élongation racinaire due a la rhizotoxicité du cuivre
entraine une diminution significative de la capacité de la plante a absorber I'eau et les



nutriments, similaire a ce qui se produit avec la rhizotoxicité aluminique dans les sols acides
(Kopittke et Blamey, 2016; Marschner, 1991; Michaud et al., 2008).

Face a ces risques de phytotoxicité liés a la salinité et aux métaux lourds de nombreuses
recherches ont exploré diverses stratégies, notamment I'utilisation de bactéries favorisant la
croissance des plantes (PGPR ou PGPB). Les PGPR ne se contentent pas seulement de stimuler
la croissance et le rendement des plantes, mais ils peuvent également attenuer les effets du stress
biotique ou abiotique (Lugtenberg et Kamilova, 2009). lls sont également capables de favoriser
la croissance des plantes et la biomasse aérienne, méme en présence de concentrations toxiques
de sels et de metaux (Rajkumar et Freitas, 2008; Wani et al., 2007), et de faciliter la croissance
des plantes dans des sols salins (Kohler et al., 2009; Mayak et al., 2004).

L'augmentation des rendements agricoles attribuée aux PGPR est principalement due a leur
capacité a produire des phytohormones de croissance et a solubiliser le phosphate (Kohler et
al., 2008). Plusieurs études ont rapporté les effets bénéfiques des interactions entre les plantes
et les PGPR en utilisant diverses souches bactériennes bio-inoculantes, telles que Azospirillum,
Agrobacterium, Pseudomonas, et plusieurs souches de Bacillus(Berg et Zachow, 2011; Zahir
et al., 2008). Par exemple, I'inoculation avec Pseudomonas putida Rs198 peut stimuler la
croissance et la germination des graines du coton dans des conditions de stress salin ( Yao et
al., 2010). Les souches P.trivialis 3Re27 et P.extremorientalis TSAU20 ont une excellente
capacite de colonisation racinaire et favorisent la croissance des plantes. lls montrent également
un antagonisme vis-a-vis des pathogenes fongiques des plantes, une tolérance a la salinité et
une capacité a atténuer le stress salin des pois, du soja, du blé, du concombre et de la tomate
(Berg etal., 2005; Egamberdieva et al., 2011, 2016). Plusieurs études ont indiqué que les micro-
organismes PGPR peuvent améliorer le taux de germinationdes graines (Gholami et al., 2009;
Nezarat et Gholami, 2009; Sengupta et al., 2015) et améliorer leurs parameétres physiologiques
et leurs tolérance au stress abiotique tel que celui induit par le cuivre (Idder et al., 2018).. De
nombreux chercheurs ont étudié les effets essentiels du PGPR sur la germination et la croissance
des semis (Egamberdiyeva, 2007; Gutiérrez-Mafiero et al., 2001; Rodelas et al., 1999; Sturz et
al., 2000). Les PGPR pourraient favoriser la croissance des plantes par divers mécanismes,
notamment la fixation de I'azote, la solubilisation du phosphate, la production de substances
favorisant la croissance des plantes (PGP) telles que l'acide indole-3-acétique (IAA), les
sidérophores et le 1-aminocyclopropane-1-carboxylique (ACC ) désaminase ( Idris et al., 2004;
Kumar et Chandra, 2008). Vessey (2003) et Ashrafuzzaman et al.(2009) ont signalé le role
important de I'acide indole-acétique produit par les rhizobactéries dans I'amélioration de la
croissance des plantes et dans 1’augmentation de la densité et la longueur des poils racinaires
et la germination des graines de riz.

Le présent travail s'inscrit dans le cadre de I'étude des interactions Plante-Rhizobactérie. Notre
objectif était d’examiner I’effet des Pseudomonas sur la germination et la croissance de la féve
et d’étudier le rble de cesbactéries dans la tolérance de cette plante au stress salin et cuprique.



Ce manuscrit est composé d’une syntése bibliographique, structuré en quatre chapitres :

= Chapitre I : Les Pseudomonas : Dévoiler les mécanismes de promotion de
la croissance et de biocontrole des plantes.

- Chapitrell : Vicia faba: Un modele précieux pour la recherche sur le stress
abiotique et I'adaptation des plantes.
- Chapitre 111 : Plante et stress salin : Réponses et mécanismes de tolérance ;
- ChapitrelV : plantes et stress au cuivre : réponses et mécanismes de
tolérance.
Une partie « Mateériel et méthodes » qui résumera les descriptions du matériel et des
méthodes utilisées dans I’isolement, I’identification, la sélection et la caractérisation des
souches de Pseudomonas utilisées, ainsi que les tests de germination et de plantation

de la feve ;
Une partie «résultats et discussion » qui présentera les résultats obtenus, les

interprétations et les discussions

Le manuscrit est achevé par une conclusion générale qui résumera 1’ensemble des
résultatsobtenus.
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Chapitre 1 : Les Pseudomonas : Dévoiler les mécanismes de promotion de la croissance et de biocontrdle des
plantes

Introduction

Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR) sont des bactéries qui se
développent dans la rhizosphere, exercant une influence positive sur la vie végétale. Ces
bactéries, qui colonisent les racines des plantes ou leur environnement interagissent avec les
plantes pour améliorer leur croissance directement ou indirectement, elles sont connues sous le
nom de Rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR) (Khan et al., 2019). Les
PGPR augmentent le rendement cez les plantes en améliorant la croissance de leurs racines et
l'accessibilité des micronutriments a ces racines (Viveroset al., 2010). Les Pseudomonas spp.
sont connus pour leurs divers rdles dans les interactions plantes-microbes, en particulier en tant
que rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR) (Chu et al., 2020). Ces bactéries
ont une influence positive sur la croissance et le développement des plantes grace a divers
mécanismes, tels que la modulation de l'architecture du systéme racinaire, I'amélioration de
l'absorption des nutriments et I'induction de la résistance aux stress biotiques et abiotiques (Do
et al., 2022). 1l a été rapporté que les souches de Pseudomonas produisent des acides
indoleacétiques, connus pour favoriser la croissance des plantes (Zamioudis et al., 2013). De
plus, ils contribuent a la motilité et a 1'élicitation immunitaire des plantes, soulignant davantage
leur impact multiforme sur la santé des plantes (Luo et al., 2023). Les effets bénéfiques de
Pseudomonas spp. sur les plantes ont été attribués a leur capacité a produire des phytohormones,
telles que les auxines, et a solubiliser le phosphate, a fixer 1'azote et a produire des sidérophores
(Sah et al., 2021). Ces traits permettent a Pseudomonas d’améliorer la disponibilité des
nutriments pour les plantes et de conférer une tolérance aux stress environnementaux, tels que
la salinité et la sécheresse ( Yasmin et al., 2017). De plus, il a été constaté que Pseudomonas
spp. induisait une résistance systémique chez les plantes, les protégeant ainsi de divers agents
pathogenes

Les interactions entre les Pseudomonas et les plantes ont été largement étudiées, en mettant
l'accent sur leur capacité a favoriser la croissance des plantes et a supprimer les maladies
(Preston et al., 2001). Ces interactions sont influencées par la diversité génétique des souches
de Pseudomonas et leurs effets spécifiques sur différents génotypes végétaux (Zboralski et al.,
2022). De plus, l'utilisation de consortiums microbiens multi-espéces, y compris Pseudomonas,
s'est avérée avoir un impact plus fiable et efficace sur la croissance des plantes par rapport aux
inoculants a souche unique (Zhuang et al., 2020).En plus de leur réle en tant que PGPR, les
Pseudomonas spp. ont été étudiés pour leur potentiel dans la biorestauration et le biocontrdle
des maladies des plantes (Kumar et al, 2021). Leur capacité¢ a produire des métabolites
secondaires, tels que les phénazines, a été liée a la suppression des agents pathogenes du sol,
mettant en évidence leur potentiel pour des pratiques agricoles durables (St-Onge et al., 2010).

1. Importance des PGPR dans I'agriculture durable

Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR) jouent un rdle crucial dans
l'agriculture durable en améliorant la croissance des plantes, en améliorant 1'absorption des
nutriments et en atténuant les stress abiotiques (Vejan ef al., 2016). L'application des PGPR a
¢été liée a la production végétale durable par l'induction des caractéres racinaires souhaités, ce
qui permet une utilisation efficace des ressources du sol (Grover et al., 2021). En outre,
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l'utilisation de PGPR comme inoculants pour les céréales a haut rendement, telles que le blg, le
mais et le riz, est apparue comme une stratégie prometteuse pour l'intensification durable de
l'agriculture (Haskett et al., 2020).Dans le contexte de l'agriculture dans les sols salins,
l'inoculation des cultures avec des PGPR halotolérants a été identifiée comme une stratégie
viable pour une production végétale durable dans des environnements arides et semi-arides
(Etesami et Beattie, 2018). De plus, 1'utilisation combinée du silicium et des PGPR a montré un
potentiel pour aider les plantes a faire face aux stress abiotiques, offrant une approche
prometteuse pour la durabilité agricole (Song et al., 2020). De plus, les PGPR ont été étudiées
pour leur role dans I'immobilisation du cadmium dans la rhizosphére, présentant une solution
durable pour la détoxification cellulaire des plantes (Halim et al, 2020).Les impacts
multiformes des PGPR, en particulier de Pseudomonas spp., ont été mis en évidence dans la
gestion de diverses maladies des plantes et l'amélioration du rendement des cultures, les
positionnant comme des acteurs clés de 'agriculture durable (Mehmood, 2023). L'application
ciblée de PGPR a été identifiée comme un facteur clé pour l'agriculture durable future, avec le
potentiel de réduire l'application des pesticides et de promouvoir la santé¢ des plantes
(Kusstatscher et al., 2020). De plus, l'importance des PGPR et de ses applications dans
l'agriculture durable a été reconnue, en particulier dans la gestion des écosystemes, la gestion
du stress et la modulation de la morphologie et de la physiologie des plantes respectueuses de
'environnement (Choudhury et al., 2022).

2. Comprendre Pseudomonas comme PGPR.

2.1. Taxonomie et diversité de Pseudomonas spp.

La taxonomie et la diversité de Pseudomonas spp. ont fait 1'objet de recherches approfondies
en raison de la nature complexe de ce genre bactérien et de ses implications étendues dans
divers domaines. Les Pseudomonas spp. présentent une diversité génétique et métabolique
remarquable, ce qui fait de leur taxonomie un domaine d'étude difficile mais crucial
(Hofte,2021). La classification de Pseudomonas spp. a évolué a I'aide de nouvelles technologies
permettant une compréhension plus approfondie de leur diversité et de leurs mécanismes de
biocontrole(Mercado-Blanco, 2014). L'utilisation de méthodes moléculaires a contribué a une
délimitation plus claire des espéces de Pseudomonas, mettant en lumiere leur diversité
génétique et leurs fonctions écologiques (Gatazka et Grzadziel, 2016).La complexité
taxonomique de Pseudomonas spp. a €té un sujet de recherche important, en particulier dans le
contexte de leur application a l'agriculture et a la gestion phytosanitaire (Jani et al., 2015). La
diversité génétique au sein de Pseudomonas spp. a été liée a leur capacité a produire un large
¢ventail de métabolites, contribuant a la santé des plantes et a la suppression des maladies
(Pandya et Desai, 2014). En outre, la classification taxonomique des souches de Pseudomonas
a des implications pour leur application en tant qu'engrais biologiques et agents de biocontrdle
dans la production agricole (Zambrano-Mendoza et al., 2021). La délimitation taxonomique de
Pseudomonas spp. est essentielle pour comprendre leurs diverses fonctions dans la formation
de biofilms, la virulence et la résistance aux antimicrobiens ( Das, 2021; Galindo-Méndez,
2020; Skalweit, 2018).
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Les progrées récents de la taxonomie intégrative ont fourni des informations sur la biodiversité
et la biologie de la conservation de Pseudomonas spp., permettant une meilleure compréhension
de leurs roles écologiques et de leur répartition (Mazancourt et al., 2021). Le développement
taxonomique de Pseudomonas spp. a €galement été influencé par l'utilisation de données
empiriques et de techniques moléculaires avancées, contribuant a une classification plus
compléte de ce groupe bactérien (Oruc et al., 2019).

2.2. Interactions Pseudomonas et plantes

2.2.1. Colonisation de la rhizosphere : adhésion et formation de biofilms

La colonisation de la rhizosphére par des micro-organismes bénéfiques, tels que les
rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR), est un processus critique qui
implique I'adhésion et la formation de biofilms. Ce procéssus est essentielle a la colonisation
de la rhizospheére, car les bactéries vivant dans les biofilms ont une résistance accrue aux stress
environnementaux (Yergeau et al.,2013). La formation de biofilms est un facteur clé dans
I'établissement réussi de micro-organismes bénéfiques dans la rhizosphére, car elle assure la
protection et la stabilité des bactéries dans 1'environnement.Cette est liée a la colonisation de
la rhizosphére chez diverses espéces bactériennes, telles que Bacillus amyloliquefaciens et les
especes de rhizobiums racinaire (Lopes ef al., 2016). La colonisation réussie de la rhizosphére
par des inoculants bactériens et la nature compatible des co-inoculants sont des facteurs clés
dans la performance constante des bioinoculants(Ansari et Ahmad, 2019). En outre, la
formation de biofilm est importante dans 1'adhésion aux graines et les racines (Tariq et Ahmed,
2023).La corrélation entre la production de biofilm et 1'adhésion bactérienne aux surfaces
végétales a été démontrée dans diverses études, soulignant I'importance de la formation de
biofilm dans les processus de colonisation de la rhizosphere/des racines (Brambilla et al., 2015).

2.2.2. Quorum sensing en interaction

Chez les bactéries, un niveau majeur de régulation génique implique la communication cellule-
cellule via la production de petites molécules de signalisation. De nombreuses molécules signal
qui ont ¢été identifiées sont impliquées dans une forme de régulation connue sous le nom de
quorum sensing (QS), qui permet aux bactéries de surveiller leur densité de population en
répondant a la concentration extracellulaire de la molécule signal qu'elles produisent. Ce type
de régulation génique est appelé détection de quorum (Fuqua, 2006). La signalisation QS est
principalement affectée par la distribution spatiale, la densité cellulaire et le transfert de masse.
Le systeme QS le plus courant est régulé par les molécules de signalisation de lactone N-acyl
homosérine (AHL) trouvées principalement dans les bactéries a Gram négatif. Les flagelles et
pili de type IV médient la motilit¢ bactérienne sur les surfaces semi-solides chez les
Pseudomonades(Overhage et al., 2008).

3. Meécanismes de promotion de la croissance des plantes par Pseudomonas

Les espéces de Pseudomonas, en particulier les rhizobactéries favorisant la croissance des
plantes (PGPR), ont été reconnues pour leur role central dans I'amélioration de la croissance et
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de la productivité des plantes grace a divers mécanismes. Ces mécanismes englobent un large
¢ventail d'activités, notamment l'acquisition de nutriments, la production d'hormones, la
suppression des maladies et la tolérance au stress. Les impacts a multiples facettes
dePseudomonas spp. sur la croissance des plantes ont été largement étudiés, mettant en lumiére
leurs divers mécanismes d'action. L'un des principaux mécanismes par lesquels Pseudomonas
spp. favorise la croissance des plantes est la production de substances favorisant la croissance
des plantes, telles que 1'acide indole-3-acétique (AIA), une phytohormone connue pour stimuler
le développement des racines et améliorer 1'absorption des nutriments (Gamez et al., 2016). De
plus, Pseudomonas spp. synthétisait des sidérophores, qui sont des composés chélateurs du fer
qui facilitent 1'absorption du fer par les plantes, améliorant ainsi leur état nutritionnel et leur
croissance globale (Berendsen et al., 2015). De plus, la sécrétion de vitamines et la production
de l-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) désaminase, une enzyme qui dégrade I'ACC
précurseur de 1'éthyléne, contribuent a soulager le stress et a améliorer la croissance des plantes
(Jiménez et al., 2019)

En plus de l'acquisition des nutriments et de la production d'hormones, Pseudomonas spp.
exerce ses effets bénéfiques sur les plantes par l'induction de systémede la résistance (ISR) et
la production de composés antimicrobiens. Ces bactéries peuvent protéger les plantes contre les
microbes pathogenes par la compétition pour les nutriments, la production d'antibiotiques et la
stimulation du systéme immunitaire de 1'hote, améliorant ainsi la résistance aux maladies des
plantes (Preston, 2004). De plus, la synthése des hormones végétales stimulant la croissance et
la suppression des micro-organismes pathogeénes contribuent a la promotion globale de la
croissance des plantes par Pseudomonas spp (Léger et al., 2021). La capacité de Pseudomonas
spp. @ améliorer la croissance des plantes a également été associée a leur capacité a améliorer
l'absorption des nutriments, a stimuler les mécanismes de résistance naturels de la plante et a
concurrencer les agents pathogenes, réduisant ainsi les symptomes de la maladie et favorisant
la santé globale des plantes (Maroniche ef al., 2016). En outre, la manipulation des régulateurs
de croissance des plantes et la production de composés bioactifs bénéfiques pour les plantes ont
¢été identifiées comme des mécanismes importants sous-jacents a la promotion de la croissance
des plantes par Pseudomonas fluorescent (P. Mishra et al., 2013).De plus, il a été constaté que
Pseudomonas spp. améliorait la croissance des plantes en favorisant la germination, en
augmentant la longueur des pousses et des racines et en améliorant I'absorption des nutriments
par les plantes, contribuant ainsi a I'augmentation du rendement et a la santé globale des plantes
(Widnyana, 2019). La colonisation de la rhizosphere par Pseudomonas spp. accélere la
croissance des plantes et protége les plantes contre les agents pathogeénes, soulignant le role
multiforme de ces bactéries dans la promotion de la croissance des plantes.

Les mécanismes de promotion de la croissance des plantes par Pseudomonas spp. sont divers
et aux multiples facettes, englobant des activités telles que l'acquisition de nutriments, la
production d'hormones, la suppression des maladies, la tolérance au stress et I'amélioration des
mécanismes de défense des plantes. Les impacts a multiples facettes de Pseudomonas spp. sur
la croissance des plantes soulignent leur importance dans 1'agriculture durable et la productivité
des cultures.
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3.1. Absorption des nutriments dans les plantes

La capacité de Pseudomonas a améliorer I'absorption des nutriments dans les plantes joue un
role crucial dans 'amélioration de la croissance et de la productivité des plantes. Il a été rapporté
que les espéces de Pseudomonas améliorent 1'absorption des nutriments chez diverses especes
végétales, contribuant ainsi a leur role dans l'agriculture durable (Sharma et al., 2011).
L'inoculation de Pseudomonas aux plantes améliore l'absorption des nutriments, la fertilité de
la rhizosphére et la croissance globale des plantes sans nuire a l'environnement et a la santé
humaine (Tsegaye et al., 2022). De plus, la capacité de Pseudomonas a améliorer l'absorption
des nutriments chez les plantes a été associée a la production de sidérophores, a la solubilisation
des nutriments indisponibles et a la modulation des niveaux d'éthyléne chez les plantes (Sharma
etal.,2011).

3.2. Dans la santé des plantes et la suppression des maladies

Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR) jouent un rdle crucial dans
I'amélioration de la santé des plantes et la suppression des maladies par divers mécanismes. Le
PGPR améliore 1'absorption des nutriments, favorise la croissance des plantes et améliore la
sant¢ des plantes sans causer de contamination environnementale (Vejan et al., 2016).
l'application de PGPR augmentait la croissance des plantes, le rendement et 1'absorption des
nutriments des céréales en améliorant la disponibilité des nutriments essentiels, des hormones
de croissance et la production d'enzymes lytiques et de métabolites secondaires qui inhibent les
agents pathogenes des plantes (Tsegaye et al., 2022). En outre, PGPR améliorait 1'absorption
des nutriments en modifiant le niveau d'hormones végétales, en augmentant la surface racinaire
et en améliorant 'acquisition des nutriments, conduisant finalement a une amélioration de la
santé et de la productivité des plantes (Mohanty et al., 2021).

Les effets bénéfiques de la PGPR sur l'absorption des nutriments et la photosynthese chez les
plantes ont été¢ démontrés dans diverses études, soulignant le role de la PGPR dans la promotion
de la santé et de la productivité des plantes (Park et al., 2017). De plus, la PGPR stimule la
croissance des plantes soit directement en améliorant l'acquisition des nutriments ou en
modulant les niveaux d'hormones végétales, soit indirectement en diminuant les effets
inhibiteurs de divers agents pathogenes sur la croissance et le développement des plantes sous
forme d'agents de biocontrole (Tchiaze et al., 2016). De plus, les PGPR affecte positivement la
croissance des plantes par le biais de différents mécanismes, tels que la fixation de 1'azote, la
production de régulateurs de croissance des plantes et 'augmentation de 1'absorption de I'eau et
des nutriments par les plantes (Zafar et al., 2011).

3.3. Induction de systéeme de Résistance (ISR)

Induction de systeme de résistance (ISR)est un phénomene dans lequel les plantes présentent
une résistance accrue aux agents pathogénes a la suite d'interactions avec des micro-organismes
bénéfiques, tels que les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR). Cette
résistance est activée par un mécanisme d'amorcage, ou le systéme immunitaire de la plante est
sensibilisé pour répondre plus efficacement aux attaques pathogenes ultérieures. L'activation
de la ISR par la PGPR a été reconnue comme une stratégie de lutte biologique efficace qui
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induit la défense des plantes contre un large éventail d'agents pathogeénes (Ryu et al.,
2005).Pseudomonas peut déclencher la ISR chez les plantes par l'activation des voies de
signalisation de défense, telles que la signalisation de 1'acide jasmonique (JA) et de 1'éthyléne
(ET). La base moléculaire de la ISR induite par Pseudomonas implique l'activation des réponses
immunitaires des plantes, conduisant a une défense accrue contre une variété¢ d'agents
pathogeénes et d'insectes herbivores (Rasool ef al., 2021). L'activation de 'SR par Pseudomonas
amorce I'ensemble du corps végétal pour une défense accrue contre un large éventail d'agents
pathogénes et d'insectes herbivores (Rasool et al., 2021).

L'induction de la ISR par Pseudomonas est régulée par une voie de signalisation de défense
dépendante de l'acide jasmonique et de 1'éthyléne, ce qui améliore la défense de la plante contre
un large éventail d'agents pathogénes et d'insectes herbivores. Cette réponse d'amorgage est
déclenchée par la colonisation des racines d'Arabidopsis thaliana par Pseudomonas, conduisant
a une expression accrue des genes sensibles a la JA induite par les agents pathogeénes et les
insectes (Ryu et al., 2005).

4. Roéle de Pseudomonas dans I'amélioration de la croissance et la santé des plantes.
4.1. Amélioration de I'absorption des nutriments et de la tolérance au stress

4.1.1. Facilitation de I'acquisition des nutriments

Le role de Pseudomonas dans 'amélioration de l'absorption des nutriments a été davantage
soutenu par des études démontrant les effets positifs de I'inoculation de rhizobactéries favorisant
la croissance des plantes sur la croissance, le rendement et 1'absorption des nutriments de
diverses cultures, y compris le teff et le riz (Tsegaye et al., 2022). 'application de Pseudomonas
en tant que bioinoculant améliore I'absorption des nutriments, la croissance et le rendement des
cultures, contribuant a I'amélioration de la fertilité de la rhizosphére et des pratiques agricoles
durables (Hajiboland et al., 2009). De plus, la production d'acide indole-3-acétique (AIA) par
Pseudomonas aurait favorisé 1'élargissement du systéme racinaire, améliorant davantage
I'absorption des nutriments, la nodulation et la croissance des pousses de légumineuses
(Egamberdieva, Jabborova, ef al., 2013).

La capacité de Pseudomonas a améliorer I'absorption des nutriments a été liée a son potentiel
d'améliorer la croissance et la teneur en nutriments des plantes, en particulier dans des
conditions de stress (Egamberdievaet al., 2016). 'application combinée de Pseudomonas et de
rhizobia améliore la croissance et l'absorption des nutriments des plantes, ainsi que les
mécanismes de tolérance au stress salin, grace a une interaction mutualiste avec les microbes
(Egamberdieva et al., 2016). De plus, l'utilisation de Pseudomonas solubilisant les phosphates
a été associée a une augmentation de l'absorption et de la croissance des nutriments des plantes,
soulignant davantage le role de Pseudomonas dans l'amélioration de la disponibilité et de
l'absorption des nutriments dans la rhizosphére (Fasusi et al., 2021).

Pseudomonas, un genre bien connu de rhizobactéries favorisant la croissance des plantes
(PGPR), joue un role important dans la facilitation de 'acquisition des nutriments végétaux.
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l'interaction entre Pseudomonas et les plantes contribue a l'absorption des nutriments, le
développement de l'architecture du systéme racinaire et la tolérance au stress oxydatif,
contribuant ainsi a améliorer la santé et la croissance des plantes Verma et al.( 2021). En outre,
les effets du biote du sol, y compris Pseudomonas, sur la survie et la croissance des plantes sont
essentiels au maintien de la diversité végétale et devraient dépendre de caractéristiques telles
que la stratégie d'acquisition des nutriments végétaux (Teste et al., 2017). Les Pseudomonas
spp.peuvent engendrerle développement racinaire chez les plantes, ce qui améliore I'acquisition
des nutriments et le développement du systéme racinaire (Zamioudis et al., 2013). La sécrétion
d'enzymes extracellulaires, telles que les protéases, les lipases et les phosphatases, par
Pseudomonas  est susceptible de faciliter l'acquisition de nutriments chez les plantes
(Berendsen et al., 2015). De plus, la facilitation de l'acquisition des nutriments par les plantes
en grappe implique une exsudation des carboxylates, ce qui rend plus de phosphore disponible
a la fois pour elles-mémes et pour leurs voisins mycorhiziens (Lambers ef al., 2017). Le role de
Pseudomonas dans l'acquisition des nutriments est également soutenu par sa capacité a
améliorer l'assimilation des nutriments et la croissance des plantes grace a diverses interactions
microbiennes dans la rhizosphére. Les communautés de Pseudomonas sont en corrélation
positive avec l'assimilation des nutriments dans les tissus végétaux, ce qui indique leur rdle
dans la facilitation de 1'acquisition des nutriments (Hu et al., 2017). De plus, Pseudomonas a
été étudié pour son role multifonctionnel dans la promotion et le développement de la croissance
des plantes, y compris 'acquisition des nutriments (Singh & Srivastava, 2022)

4.1.2. Réduction du stress abiotique : salinité et métaux lourds

Pseudomonas, un genre bien connu de rhizobactéries favorisant la croissance des plantes
(PGPR), joue un role important dans le soulagement du stress abiotique chez les plantes.
l'interaction entre Pseudomonas et les plantes améliore la tolérance des plantes a divers stress
abiotiques, notamment la sécheresse, la salinité et la toxicité des métaux lourds (Chu ef al.,
2019). Le role de Pseudomonas dans le soulagement du stress abiotique est également soutenu
par sa capacité a induire une tolérance systémique chez les plantes, conduisant a une meilleure
résilience au stress et a une croissance accrue des plantes dans des conditions
environnementales défavorables. La capacité de Pseudomonas a soulager le stress abiotique
chez les plantes est attribuée a ses mécanismes a multiples facettes, notamment la modulation
de l'expression des genes des plantes, la production de métabolites sensibles au stress et
I'amélioration de la croissance et du développement des plantes dans des conditions de stress
(Chu et al., 2019). Pseudomonas améliore la tolérance des plantes au stress abiotique grace a
la production de métabolites sensibles au stress, tels que les osmoprotecteurs et les
antioxydants, qui aident les plantes a faire face au stress osmotique et oxydatif (Sati et al.,
2023). De plus, Pseudomonas a été étudié pour sa capacité a améliorer l'absorption et
l'assimilation des nutriments chez les plantes, contribuant ainsi a améliorer la résilience des
plantes au stress abiotique (V. Kumari et al., 2022).L'atténuation du stress abiotique par
Pseudomonas est également liée a sa capacit¢é a moduler la signalisation des hormones
végétales, telles que les voies de l'acide jasmonique et de 'acide salicylique, qui jouent un rdle
crucial dans les réponses et 1'adaptation au stress des plantes (F. Cao et al., 2011). En outre,
Pseudomonas améliore la tolérance des plantes au stress abiotique grace a la régulation des
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niveaux d'especes réactives de I'oxygene (ROS) et au maintien de I'homéostasie redox dans les
cellules végétales (Shah et al., 2020).

4.1.2.1. Stress salin

Pseudomonas joue un role important dans 1’allégement du stress salin chez les plantes.
l'interaction entre Pseudomonas et les plantes peu promovoir la tolérance des plantes a la
salinité, contribuant & améliorer la santé et la croissance des plantes dans des conditions
environnementales défavorables (Chu et al., 2019). Les traits favorisant la croissance des
plantes par une analyse génomique comparative de quatre souches PGPR de Pseudomonas
représentatives. Les geénes qui ont été conservés parmi les différentes espéces de
Pseudomonas ont fourni des indices sur les caractéristiques communes de Pseudomonas
PGPR, telles que les traits de compétence de la rhizosphére (catabolisme et transport des
nutriments, résistance a divers stress environnementaux et colonisation de la rhizosphére)(Y.
Kang et al., 2013).Pseudomonas améliore la tolérance des plantes au stress salin grace a la
production de métabolites sensibles au stress, tels que les osmoprotecteurs et les antioxydants,
qui aident les plantes a faire face au stress osmotique et oxydatif. De plus, Pseudomonas a été
¢tudié pour sa capacité a améliorer l'absorption et l'assimilation des nutriments chez les plantes,
contribuant ainsi a améliorer la résilience des plantes au stress salin (Chu et al., 2019).La
résistance systémique acquise (RSA) dont la molécule signal est 1'acide salicylique. Il agit en
augmentant la production d'acide salicylique lors d'une infection microbienne sur le site de
contamination ainsi que dans I'ensemble de la plante. Dans certains modéles
végétaux/pathogenes, l'acide salicylique, apporté de manicre exogéne par des Pseudomonas
fluorescents, conférait une protection contre les pathogénes (Maurhofer et al., 1998). L'enzyme
I-aminocyclopropane-1-carboxylate désaminase a également été trouvée dans un large éventail
d'autres rhizobactéries, telles que les genres Achromobacter, Acidovorax, Alcaligenes,
Enterobacter, Klebsiella, Methylobacterium, Pseudomonas, Rhizobium et Variovorax, I'enzyme
Aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC)  désaminase, facilite la croissance et le
développement des plantes en abaissant les niveaux d'éthyléne, en induisant une tolérance au
sel et en réduisant le stress de sécheresse chez les plantes (Benaissa et al., 2019; Esquivel-Cote
et al., 2010; Nadeem et al., 2007) En outre, 'ACC (1-ami-nocyclopropane-1-carboxylate)
désaminase a la capacité¢ de diminuer les concentrations d'éthylene dans les plantes, tout en
améliorant leur tolérance au sel et en atténuant les effets du stress dii a la sécheresse. Les
Acinetobacter, Achromobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Azospirillum, Bacillus,
Burkholderia, Enterobacter, Pseudomonas, Ralstonia, Serratia et Rhizobium ne sont que
quelques-uns des genres de rhizobactéries favorisant le développement des plantes qui
possedent une activité désaminase ACC (Rafique et al., 2023). L'AIA peut étre produite par
plus de 80 % des bactéries associées a la rhizosphere, y compris les espéces Azospirillum, les
especes Azoto-bacter, les espeéces Enterobacter, les espeéces Pseudomonas et les especes
Staphylo-coccus(Bag et al., 2022; Park et al., 2017). Lorsque des plants de blé ont été inoculés
avec des PGPR productrices d'auxine comme Pseudomonas extremaustralis 1B -13-1A et
PaenibacillusillinoisensisIB 1087, la biomasse racinaire et la concentration en auxine ont
augment¢ (Bargaz et al., 2021; Grover et al., 2021; Kudoyarova et al., 2019). Fu et al. (2015)ont
rapporté une augmentation significative du Ca 2+ dans les pousses d'aubergines inoculées avec
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Pseudomonas par rapport a l'aubergine non inoculée dans des conditions salines. Le stress salin
entraine des dommages a la membrane des cellules végétales et augmente ainsi sa perméabilité,
ce qui entraine une fuite et une accumulation d'électrolytes dans les tissus environnants.
l'inoculation de Rhizobium et de Pseudomonas chez Zeamays réduisait la fuite d'électrolyte
(N. Khan & Bano, 2015; Sandhya et al., 2010). L'atténuation du stress salin par Pseudomonas
est également liée a sa capacité¢ a moduler la signalisation des hormones végétales, telles que
les voies de l'acide jasmonique et de l'acide salicylique, qui jouent un rdle crucial dans les
réponses et I'adaptation au stress des plantes. En outre, Pseudomonas améliore la tolérance des
plantes au stress salin grace a la régulation des niveaux d'especes réactives de I'oxygéne (ROS)
et au maintien de I'homéostasie redox dans les cellules (Chu ef al., 2019).

4.1.2.2. Métaux lourds

Les Pseudomonas fluorescentes ont regu l'attention la plus importante en tant que candidats
aux agents de biocontrdle et aux biofertilisants en raison de leur capacité a coloniser les surfaces
et les tissus internes des racines et des tiges (endo- et exorhizosphére) a des densités élevées.
Ces bactéries peuvent concurrencer avec succes les micro-organismes du sol. Deux espéces,
Pfluorescens et Pputida sont bien connues pour favoriser la croissance de plusieurs plantes
dont la canne a sucre en raison de leur capacité de production d'acide indole acétique et de
solubilisation du (Mehnaz et al., 2009; Rodriguez & Fraga, 1999). Les Pseudomonas ont
¢galement une énorme capacité de production de métabolites secondaires antifongiques. Plus
de vingt espéces de Pseudomonas sont connues pour synthétiser plus de 100 antibiotiques
aromatiques et composés de type antibiotique (Feklistova & Maksimova, 2008). Certains
antibiotiques bien connus sont l'acide phénazine-1-carboxylique (PCA), la phénazine-1-
carboxamide(PCN), le 2,4-diacétyl  phloroglucinol  (Phl), la pyocyanine, le 2-
acétamidophénol, la pyrrolnitrine, la pyolutéorine, le viscosinamide et la tensine (Z. Liu et al.,
2007). Un certain nombre d'inoculants de lutte biologique a base de Pseudomonas ont
maintenant été développés commercialement (Mark et al., 2006). Certaines espéces peuvent
¢galement réduire ou oxyder les métaux lourds en des formes moins toxiques. Pseudomonas
aeruginosa réduit le mercure cytosolique (Hg) a HgO, qui diffuse ensuite passivement hors des
cellules (Pandhare & Gupta, 2019; C. L. Wang et al., 1997). Lors de l'inoculation de la souche
G20-18 de Pseudomonas fluorescens productrice de cytokinine, le niveau de tolérance de la
plante au stress biotique/abiotique a augmenté (GroBBkinsky et al., 2014). Jianfeng et al.(2017)
ont rapporté que l'inoculation de la souche Bacillus megaterium productrice de cytokinine
induisait de maniere significative la morphogenése racinaire d'Arabidopsis thaliana. Ils ont
également signalé que I'inoculation de PGPR régulait le niveau transcriptionnel du récepteur de
la cytokinine des pousses et des racines (AHK3/AHK4). Ce processus de remédiation, connu
sous le nom de rhizoremédiation, utilise les interactions plante-microbe pour améliorer
l'efficacité de la phytoremédiation. L'inoculation de bactéries génétiquement modifiées et
résistantes au cadmium (Pseudomonas putida) renforcée par une accumulation de cadmium de
40% chez les plantes de tournesol (H. annuus) par rapport au groupe témoin (Wu et al., 2006).
Les plants inoculés de Paeruginosa CPSB1 avaient 9,5, 11,5 et 8,7 n moles de proline g -1
FW, a 669, 456 12 et 68 mg kg -1 de Cu, Cd et Cr, respectivement. La diminution des taux de
proline suite a 1'inoculation de 457 pourrait éventuellement étre due a l'atténuation du stress
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métallique par la bactérie utilisée dans 458 cette étude (Rizvi & Khan, 2017). L'amélioration
des performances des plantes inoculées peut étre attribuée aux propriétés favorisant la
croissance des plantes (par exemple, production d'auxine et de sidérophore, activités de
solubilisation du phosphate, etc.) et a I'élimination du stress (par exemple, production d'ACC-
désaminase pour abaisser le niveau d'éthyléne chez les plantes stressées) de deux souches de
PGPR : Pseudomonas fluorescens P22 et Pseudomonas sp. 26 (Abbaszadeh-Dahaji et al.,
2021). Pour certains parametres, les effets de Pseudomonas sp. 76 était plus élevé que
Pfluorescens P22, par exemple, I'augmentation du diamétre de la tige et de l'indice de
chlorophylle dans le mais, et l'absorption de Zn et de Mn dans les plantes de tournesol
(Abbaszadeh-Dahaji et al., 2019). Des études antérieures ont rapporté les effets positifs de
différentes souches de PGPR sur la biomasse de plants de citrouille, de mais et de tournesol
cultivés dans un sol contaminé par le cuivre (Abbaszadeh-Dahaji et al., 2019).

4.2. Lutte biologique et suppression des maladies

4.2.1. Antagonisme contre les phytopathogénes

Les espéces de Pseudomonas sont connues pour leur capacité a antagoniser les
phytopathogénes, ce qui les rend précieuses dans les stratégies de lutte biologique contre les
maladies des plantes. Ces bactéries peuvent inhiber la croissance et l'activité de divers agents
pathogenes des plantes grace a une gamme de mécanismes, y compris la production de
composés antimicrobiens, la compétition pour les nutriments et I'espace, et 1'induction de la
résistance systémique chez les plantes. L'activité antagoniste de Pseudomonas contre les
phytopathogenes a été attribuée a la production de composés antimicrobiens tels que les
phénazines, la pyrrolnitrine et le cyanure d'hydrogene, qui peuvent inhiber la croissance des
pathogeénes fongiques et bactériens (Cezairliyan et al., 2013; Tian et al., 2012). De plus,
Pseudomonas peut concurrencer les phytopathogenes pour les nutriments et 1'espace, limitant
ainsi leur croissance et leur établissement dans la rhizosphere (Pérez-Gutiérrez ef al., 2012). De
plus, Pseudomonas peut induire une résistance systémique chez les plantes, activant des
mécanismes de défense qui protégent contre les phytopathogeénes. Cette résistance systémique
est phénotypiquement similaire a la résistance systémique acquise (SAR) induite par les agents
pathogénes et peut améliorer la capacité de la plante a se défendre contre un large éventail
d'agents pathogenes (Loon ef al., 1998). La capacité¢ de Pseudomonas a antagoniser les
phytopathogeénes a des implications importantes pour la santé des plantes et la gestion des
maladies. En exploitant les propriétés antagonistes de Pseudomonas, il est possible de
développer des stratégies durables et respectueuses de I'environnement pour lutter contre les
maladies des plantes et promouvoir la santé des cultures (Prigigallo et al., 2022).

4.2.2. Concurrence pour les nutriments et les niches racinaires

Les nutriments sécrétés dans la rhizosphere par les plantes sont utilisés par le micro-organisme
du sol. La surface entourant la rhizosphére agit comme des puits de carbone (Rovira, 1969) et
fournit de nombreux nutriments importants tels que H+, I'eau, les enzymes, 1'ion oxygene libre,
les vitamines antimicrobiennes, les régulateurs de croissance des plantes, le mucilage, etc. Les
racines des plantes attirent les micro-organismes, y compris les agents pathogenes, créant ainsi

15



Chapitre 1 : Les Pseudomonas : Dévoiler les mécanismes de promotion de la croissance et de biocontrdle des
plantes

une concurrence pour les nutriments et les niches (Koza et al., 2022). Les Pseudomonas
fluorescents s'adaptent a une telle condition et deviennent ainsi compétitifs avec les agents
pathogenes. Le mouvement flagellaire est guidé par des réponses chimiotactiques et atteint les
surfaces racinaires par le mouvement fourni par les flagelles (de Weert et al., 2002). La souche
de PfluorescensWCS417r colonise les racines de la tomate de manicre endophytique (Duijff,
et al., 1998). La capacit¢ des PGPR a coloniser les racines est liée a leur sécrétion d'une
recombinase a site-spécifique (Dekkers, et al. 1998). Les lipopolysaccharides bactériens
peuvent contribuer a la colonisation des racines. La chaine latérale O-antigénique de
Pfluorescens PCL1205 s'est avérée étre impliquée dans la colonisation des racines de tomate
(Kloepper, 1992). La souche endophytique de Pfluorescens ALEB 7B a significativement
inhibé la croissance de la souche d'Atheliarolfsii SY4 par sécrétion d'exo-enzymes lytiques et
d'antibiotiques (Zhou et al., 2022).

4.2.3. Biosynthese des antibiotiques

Les antibiotiques sont des composés organiques de faible poids moléculaire de nature
hétérogene qui nuisent a la croissance ou aux activités métaboliques d'autres microbes. Les
antibiotiques sont plus efficaces pour supprimer la croissance de 1'agent pathogéne in vitro ainsi
que in situ. Il existe six classes de composés antibiotiques qui sont mieux associés au
biocontrole des agents pathogénes des plantes: les phénazines, la pyolutéorine, les
cycliclipopeptides, la pyrrolnitrine, le phloroglucinol et le cyanure d'hydrogéne (Haas &
Défago, 2005). Pseudomonas étant un agent de biocontrdle potentiel, montre des interactions
compétitives avec les champignons, les bactéries, les protozoaires et les nématodes en
produisant des bio-surfactantslipopeptidiques(De Bruijn et al., 2007; Raaijmakers et al., 2010).
L'antibiotique 2,4-diacétylphloroglucinol (DAPG) produit par Pseudomonas a notamment une
action inhibitrice contre les zoospores de Pythiumspp.(de Souza et al., 2003). Pseudomonas
produit un antibiotique phénazine, qui présente une activité antagoniste contre Fusariumoxys
porum et Gaeumannomyces gramini (Sahu et al., 2018). La phénazine antibiotique joue un role
vital dans la mobilisation du fer dans les sols a pH neutre, ou le fer est présent sous forme
ferrique et cela a été prouvé expérimentalement avec la souche PCL1391 de Pseudomonas
chlororaphis isolée de la zone rhizosphérique de la tomate (Haas & Défago, 2005; Hernandez
et al., 2004). Un ou plusieurs genes responsables de la biosyntheése des antibiotiques ont été
manipulés, ce qui montre l'importance de la production d'antibiotiques par des antagonistes
bactériens. Par exemple, des souches mutantes incapables de produire des phloroglucinols
(Fenton et al., 1992; Keel et al., 1992) et les phénazines (Thomashow et Weller, 1988) se sont
révélées également capables de coloniser la rhizosphére, mais beaucoup moins capables de
supprimer les maladies des racines transmises par le sol que les types sauvages correspondants.
La production de phénazine et de DAPG par les souches WCS358r de Pseudomonas putida a
montré une meilleure capacité a supprimer les maladies chez le blé (P. A. H. M. Bakker et al.,
2002; Glandorf et al., 2001)

4.2.4. Production de sidérophores

Les sidérophores sont des composés chélateurs du fer synthétisés par Pseudomonas. 11 s'agit
d'une caractéristique visible dans certains isolats des sols de la rhizosphere. Le fer, étant tres
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insoluble, est un micronutriment important requis par les microbes. Un halo jaune-vert peut étre
observé dans les milieux de culture avec des traces de fer, qui est fluorescent sous la lumicre
ultraviolette "(Budzikiewicz, 1996). Les ligands liant le fer (sidérophores) ont un avantage
concurrentiel sur les autres micro-organismes. L'affinité envers le fer ferrique dépend de leur
structure, c'est-a-dire des structures de type phénolate/catécholate et hydroxymate, classées
comme pseudobactines ou pyoverdines (Weller et al., 2006). La capacité des sidérophores
bactériens a supprimer les phytopathogénes pourrait é&tre l'importance agronomique
significative (Beneduzi et al., 2013). Kloepper et al., (1980) ont isolé le premier sidérophore de
la souche B10 avec l'activité de suppression de la maladie. Une souche de Pseudomonas
spp. WCS358 fluorescente négative aux sidérophores induite par Tn5 a perdu la capacité de
favoriser la croissance de la pomme de terre ( Bakker et al., 1986). Par conséquent, il arréte la
croissance des microbes nuisibles en limitant la disponibilité du fer (Loper & Buyer, 1991). Fait
intéressant, la compétition du fer médiée par les sidérophores par Pfluorescens peut également
étre utile pour prévenir la croissance de l'agent pathogéne humain Escherichia coli O157 :H7
sur les produits alimentaires (McKellar & Nelson, 2003)

4.2.5. Production HCN

Le cyanure d'hydrogéne (HCN) est connu depuis longtemps pour la suppression de la maladie
(Keel et al., 1989). Pseudomonas fluorescent produit de 'HCN qui joue un role vital dans la
suppression de la maladie (Laville er al., 1992). Certaines souches de Pseudomonas
fluorescentes sont impliquées dans I'induction de la résistance aux maladies causées par des
champignons, telles que Septoriatritici et Puccinia recondita f. sp.tritici sur le bl¢ (Flaishman
et al., 1996), Thielaviopsisbasicola sur le tabac (Laville ef al., 1992). Le taux de production de
HCN varie en fonction de 1'espece de culture pe étre di a une différence dans la composition
des acides aminés des exsudats racinaires. HCN inhibe les cytochromes C oxydases terminales
(Knowles, 1976, 2007). Le HCN peut également avoir des effets nocifs sur plusieurs plantes
(O’sullivan & O’Gara, 1992; Schippers et al., 1990). Les souches productrices de HCN ont été
exploitées pour la lutte biologique contre les mauvaises herbes (Kremer & Souissi, 2001). La
production de HCN par Pseudomonas spp. était connue pour avoir un effet négatif sur la
croissance de la laitue et du haricot (Alstrom & Burns, 1989). Siddiqui et al. ( 2006) ont
examiné le role du cyanure d'hydrogene dans le contrdle de la maladie des noeuds racines de la
tomate. Une relation étroite est établie entre l'activité de bio-contréle des Pseudomonas
fluorescents et la capacité de leur production de HCN (Ellis ef al., 2000) Corrélations positives
entre la production de HCN in vitro et la protection des plantes dans le concombre

Pythiumultimum, la tomate Fusarium oxysporum f. sp. et le radis lycopersici pathosystems
(Ramette et al., 2003).

4.2.6. Induction de systeme de Resistance

La colonisation des racines des plantes par certaines rhizobactéries induit également une
résistance systémique et protége ainsi les plantes contre un large éventail d'agents pathogénes.
Le développement de la ISR en réponse a un agent externe rend la plante immunisée. Les
mécanismes de ISR comprennent (1) I'induction du renforcement de la paroi cellulaire, (2) la
tolérance physiologique, (3) la promotion de la croissance et (4) 'augmentation de la production
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d'enzymes de défense, de phytoalexines, de proline, de protéines liées a la pathogenese (PR),
de dépdt de lignine, d'antioxydants et de modulation des phénols ayant des propriétés
antimicrobiennes et antioxydantes (Jain et al., 2015; Singh et al., 2005). Paeruginosa a
supprimé la production d'acide oxalique par S. sclerotiorum chez les plants de pois seuls ou en
combinaison avec d'autres micro-organismes (Jain et al., 2013). L'implication de I'ISR est
¢tudiée dans l'interaction pathogeéne fluorescente de Pseudomonas (Bakker et al., 2007)s. Les
antibiotiques jouent également un role vital dans l'induction de la résistance chez les plantes
(Weller et al., 2004). (Van Peer ef al., 1991) ont constaté que la souche Pseudomonas WCS417
induisait une résistance aux ceillets contre la maladie du flétrissement causée par Fusarium
oxysporum f. sp.dianthi lorsque les racines étaient inoculées avec des bactéries une semaine
avant l'inoculation de la tige avec 1'agent pathogene. Cette souche a été particuliérement isolée
de la rhizosphere du blé et a également favorisé la croissance de plusieurs cultures. Par la suite,
ces souches induisent une résistance du radis contre F.oxysporum f. sp.raphani et d'autres agents
pathogenes (Hoffland ef al., 1996). La chaine latérale O-antigénique du lipopolysaccharide de
la souche WCS374 et WCS417, est apparue comme déterminant principalement responsable de
I'induction de la résistance (Leeman et al., 1995). Pseudomonas spp. produit de l'acide
salicylique qui joue un rdle majeur dans la voie de transduction du signal SA-dépendante dans
des conditions de carence en fer. La résistance systémique induite est généralement définie
comme l'activation des mécanismes de défense latents chez les plantes avant I'attaque de 1'agent
pathogene. La ISR est étroitement liée a I'augmentation de la synthése de quelques enzymes
telles que la peroxydase (D. K. Choudhary et al., 2007), a I'accumulation de phytoalexines dans
le tissu végétal induit (Van Peer et al., 1991) et a l'augmentation des niveaux de certaines
protéines solubles dans I’acide (Zdor & Anderson, 1992). La bactériisation des graines de
haricot commun avec la souche P fluorescens S97 a été signalée pour supprimer la brilure du
halo causée par P. syringe et pv. phaseolicola par le mécanisme de résistance systémique induite
(Alstrom, 1991).

4.3. Bioregulation de croissance : stimulation et inhibition.

Les bactéries, a la fois libres et symbiotiques, favorisent la croissance des plantes en produisant
des produits chimiques fonctionnellement identiques aux phy-tohormones générées par la
plante. Certaines des substances impliquées dans le controle des processus biologiques
essentiels a la croissance et au développement des plantes comprennent les auxines, les
cytokinines, les gibbérellines, I'ABA et I'¢thylene (V. Shah & Daverey, 2020).

4.3.1. Auxines

Les auxines sont des composés puissants produits naturellement par les plantes qui participent
a presque tous les aspects de la physiologie des plantes, en particulier la division cellulaire,
l'expansion, la différenciation et le soulagement du stress (Paque & Weijers, 2016). Alors que
les auxines sont des régulateurs essentiels de la croissance des plantes, I'AIA et les génes qui
régissent sa production se trouvent dans les champignons et les bactéries (Matsuda et al., 2018).
La voie indole-3-pyruvate (IPyA) est préférée par les rhizobactéries bénéfiques, mais la voie
indole-3-acétamide (IAM) est préférée par les bactéries pathogenes liées aux plantes (Ma et al.,
2011). A de faibles concentrations, les auxines bactériennes favorisent l'extension des racines
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primaires des plantes, tandis qu'a des concentrations plus élevées, les auxines favorisent la
production de racines latérales et adventices qui peuvent augmenter 'absorption des minéraux
et favoriser le développement d'exsudats racinaires, qui favorisent la croissance bactérienne
(Verbon & Liberman, 2016). Patten & Glick (2002) ont trouvé un développement racinaire
amélioré¢ chez Brassicanapus avec la souche GR12-2 de Pputida par rapport aux plantes
injectées avec un mutant de Pputida déficient en IAA. Les auxines produites par les bactéries
peuvent également se défendre contre les effets néfastes d'une gamme de circonstances
environnementales, y compris le sel, la sécheresse et la pol- lution du sol (Kudoyarova et al.,
2019). Par rapport aux plantes témoins soumises a un stress au Cd, I'herbe de commutation
infectée par P.grimontii Bc09, Pveronii EO3 et Pfluorescens Oj24 a produit une biomasse et
une AIA plus élevées tout en accumulant moins de Cd (Begum et al., 2019). Les plantes de
canne a sucre inoculées avec P.aeruginosa B18 productrices d'TAA se sont mieux développées
sous le stress des agents pathogeénes du smut et une étude génomique compléte a également
révélé la présence de genes trpABCDEG liés a la production d'TAA dans son génome (Singh ef
al.,2021).

4.3.2. Cytokinine

On sait que certaines parties des plantes sont stimulées par les cytokinines, une sous-classe de
phytohormones, pour favoriser la division cellulaire, I'agrandissement cellulaire et 1a croissance
tissulaire (Osugi & Sakakibara, 2015). En plus de répondre continuellement aux signaux
environnementaux par l'activité méristémique des racines et des pousses, le développement
vasculaire, 1'allongement des racines, la racine latérale, la création de nodules et la dominance
apicale (G. Chen et al., 2022). Les cytokinines jouent un rdle crucial dans la croissance des
plantes en régulant la division et la différenciation cellulaires, souvent en collaboration avec
d'autres phytohormones. Des niveaux équilibrés d'auxine et de cytokinine sont souvent
considérés comme des régulateurs critiques de 1'organogenese et de l'architecture racinaire des
plantes (Hussain et al., 2021). Les cytokinines ont un role crucial dans la stimulation de l'activité
des méristeémes apicaux et axillaires, ainsi que dans la facilitation de la division cellulaire dans
la pousse. De plus, une augmentation des niveaux de cytokinine a l'intérieur de la pousse a été
observée en corrélation avec un rendement accru (H. Wang et al., 2023).

Les cytokinines sont impliquées dans de nombreux aspects de la croissance et du
développement des plantes, tels que I'embryogenese, le controle de l'activité apicale des racines
et des pousses, la croissance vasculaire, l'allongement des racines, la ramification des racines
et le développement des nodules, et la domination apicale en réponse aux changements
environnementaux (Osugi & Sakakibara, 2015). Sous stress salin, les bactéries productrices de
cytokinine comme Pseudomonas spp. ont stimulé la croissance des racines et des pousses ainsi
que la teneur en proline dans les tissus Glycine max, selon Naz et al. (2009)o Les cytokinines
favorisant la croissance des plantes sont produites par des rhizobactéries liées a Coleus for-
skohlii, y compris Pstutzeri MTP40 et Pputida MTP50 (Patel & Saraf, 2017). En tant qu'agents
de lutte biologique chez Arabidopsis, les cytokinines ont régulé¢ la souche G20-18 de
Pfluorescens contre l'infection par Psyringae. (Grobkinsky et al., 2016). Les mécanismes de
production de cytokinine chez les bactéries sont largement inconnus. MiaA est susceptible de
coder pour une ARNt (2) -isopentényl pyrophosphate transférase, similaire aux ARNtIPT, qui
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sont impliqués dans la synthése des cytokinines (Stringlis et al., 2018). Dans des conditions in
vitro, 90 % des rhizobactéries produisent et libérent des stimulants de croissance ressemblant
aux cytokinines. Les rhizobactéries associées a Coleusforskohlii, y compris Pseudomonas
putida MTP50, Stenotrophomonasmaltophilia MTP42 et Pseudomonas stutzeri MTP40,
produisent des cytokinines qui favorisent le développement des plantes (Patel & Saraf, 2017).
De plus, les cytokinines et les auxines travaillent ensemble pour réguler la croissance des
plantes, les cytokinines favorisant le phloéme et les auxines développant le xyléme a travers
une série de composés souvent antagonistes (Hussain ef al., 2021). Il y a eu de multiples
occurrences de PGPR, qui englobent la synthése de cytokinines (en particulier la zéatine)

par Arthrobacter, Azospirillum, Bradyrhizobium, Bacillus, Pseudomonas et Paenibacillus (J.
Kaur & Pandove, 2023; Vaghela & Gohel, 2023).

4.3.3. Gibbérellines

La dormance des graines, la germination, la quiescence, la floraison, la maturation des fruits, la
stimulation de la croissance des racines et I'abondance des poils racinaires sont toutes régulées
par cet ensemble de composés (Binenbaum et al., 2018). Les AG, similaires aux auxines et aux
cytokinines, sont générées par les bactéries et les champignons ainsi que par les plantes. A ce
jour, 136 structures chimiques ont été identifiées comme des gibberellins d'origine naturelle,
dont la plus répandue est GA3 (acide gibberellique). Dans diverses études, Les gibbérellines
produites par des bactéries stimulent la croissance et le rendement des plantes (Olenska et al.,
2020). La production de gibbérelline bactérienne a été affectée par des niveaux plus élevés
d'acide glutamique, de thréonine, de glycine phénylalanine, d'arginine et de proline, qui
pourraient tous avoir un impact énorme sur la croissance des cultures inoculées (S. M. Kang et
al.,2017). Des substances de type gibbérelline ont été trouvées dans les milieux acellulaires de
Pfluorescens (Lenin & Jayanthi, 2012), Paeruginosa (Katznelson & Cole, 1965), Pmonteilii
(Pandya & Desai, 2014; Sandhya et al., 2010), et Pkoreensis MU2 (S. M. Kang et al., 2019).
L'inoculation de Pkoreensis MU2 a amélioré la longueur des pousses (27 %), le poids des
pousses fraiches (29 %) et séches (33 %) de Waito-c mutant déficient GA (Kang et al., 2019).

4.3.4. Abscissine

L'acide abscissique (ABA) est une hormone qui inhibe principalement la croissance et les
actions métaboliques dans les cultures, telles que la croissance et la maturation des graines,
l'initiation de la dormance des graines et des bourgeons, la synthése des sénescences, des
protéines et des osmolytes appropriés, et la régulation de la capacité de la plante a rester en vie
dans des situations difficiles et difficiles (K. Shu et al., 2018). La synthese ABA Pputida
MTCC5279 couplée a Cicer arietinum a donné une tolérance au sel et a la sécheresse a leurs
plantes hdtes en modifiant les propriétés morpho-physiologiques et biochimiques et en régulant
l'activité des genes sensibles au stress.

4.3.5. Ethyléne

Les bactéries associées aux plantes produisent de ' ACC désaminase, qui diminue les niveaux
d'éthyléne et d'ACC dans les plantes, ce qui entralne une augmentation de la
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colonisation/compétitivité bactérienne (Conforte et al., 2010), la capacité de nodulation
bactérienne (Nascimento ef al., 2016), 'amélioration de la croissance des plantes (Glick et al.,
2007), et I'endurance des plantes aux stress (Nascimento et al., 2013). Il est reconnu que les
genres Pseudomonas comprennent le nombre de bactéries utilisant I'ACC (Blaha et al., 2006)
tels que Pbrassicacearum 3Re2-7 (Gupta et al., 2014), P.koreensis et P.entomophila(L. Li et
al.,2017), et Pputida (Nelkner et al., 2019)). L'éthyléne est une hormone végétale qui joue un
role dans la germination, la croissance, le développement, la sénescence et la floraison.
L'éthyleéne joue également un réle dans les voies de signalisation du stress. L'interaction des
agents pathogenes, les inondations, les gradients de température, le sel, la sécheresse et les
métaux sont quelques-uns des stress biotiques et abiotiques qui pourraient I'amener a augmenter
la production (Vacheron et al., 2016). Des concentrations élevées peuvent inhiber 1'expansion
des racines, la croissance des nodules et la fixation de l'azote par les micro-organismes
bénéfiques des légumineuses, provoquant une hypertrophie et accélérant la maturité et la
sénescence des feuilles (Singh ef al., 2015). L'enzyme ACC désaminase s'est avérée cruciale
pour augmenter le développement du riz sous stress salin et métallique lourd en présence de la
souche Pstutzeri A1501 (Y. Han et al., 2015). Dans les génomes des souches de
Pbrassicacearum 3Re2-7 et Pputida, Gupta et al. (2014) et Nelkner ef al. (2019)ont identifié
un gene fonctionnel acdS (1-ACC deaminase structural)

4.4. Biofertilisation

4.4.1. Solubilisation du phosphore

Le phosphore (P) est un macronutriment essentiel pour le développement biologique et la
croissance des cultures (Soetan et al., 2010). Il pourrait €tre trouvé dans le sol en quantités de
400-1200 mg/kg. Malgré un niveau de concentration €levé, il a une concentration soluble tres
faible, ce qui le rend indisponible pour les plantes. Les micro-organismes solubilisant le
phosphate (PSM) sont bien connus pour leur capacité a transférer le phosphore d'un état
insoluble a un état soluble, encourageant ainsi la croissance des plantes. L'acidification, la
chélation et les réactions d'échange sont tous des mécanismes communs pour cette conversion.
Des caractéristiques de solubilisation du P ont été trouvées chez des especes de Pseudomonas
obtenues a partir du sol et des rhizospheres de diverses cultures ((X. Liu ef al., 2019; P. K.
Mishra et al., 2009). Ma et al.(2011)ont observé une augmentation du rendement de la biomasse
et de l'apport en phosphore chez Triticumaestivum qui avait été traité avec Pseudomonas spp.
Srivastava & Srivastava,(2020) ont révélé qu'Arabidopsis thaliana infecté par la bactérie de
solubilisation du phosphore Pputida MTCC 5279 a prospéré efficacement dans des conditions
de stress salin et de déficience P avec une activité des phosphatases acides et alcalines plus
élevée, ainsi qu'une biomasse significativement plus élevée. Chez Pputida, le transport
spécifique du phosphate (pst) est utilis¢ pour le transport libre du phosphate inorganique, et il
est constitué de genes pstABCS avec un systeme de transduction du signal d'absorption du
phosphate a deux composants qui comprend phoP/phoR(Gupta et al., 2014)J. J. Singh et
al.(2022)ont signalé la présence de génes pstABCS et phoBDHRU dans le génome B18 de
Paeruginosa.
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4.4.2. Solubilisation du potassium

Le potassium (K) est un nutriment nécessaire au développement des plantes. S'il n'y a pas
suffisamment de potassium, les racines des plantes seront sous-développées, elles pousseront
plus lentement, les graines seront peu nombreuses et la productivité diminuera (Meena et al.,
2016; P. Singh et al., 2022), et les plantes deviendront plus sensibles aux maladies et aux
ravageurs (Amtmann et al., 2008)). De nombreux microbes de la rhizospheére sont essentiels a
la libération de potassium a partir de différents composants insolubles du potassium présents
dans le sol et les systémes environnants. Plusieurs études ont montré que Pseudomonas était
une bactérie solubilisant le potassium (Kour ef al., 2020; M. Saha et al., 2016; P. Verma et al.,
2017).

4.4.3. Solubilisation du Zinc

Chez les plantes, le zinc est directement impliqué dans le métabolisme des glucides, la
production de cytochromes et I'élimination des radicaux superoxydes ; il fonctionne également
comme cofacteur dans diverses activités enzymatiques, la stabilisation de la fraction
ribosomale, la production d'hormones favorisant la croissance, l'intégrit¢é de la membrane
cellulaire, la formation de tissus floraux et la croissance des tubes polliniques, etc. (Kamran et
al., 2017). La diminution de la croissance des plantes, le flétrissement des parties florales, la
réduction de la taille des feuilles et la mauvaise qualité des graines, le développement du pollen
et la croissance des racines sont tous des symptomes de la déficience du zinc (Cakmak et al.,
2010). La déficiencedu zinc peut tre atténuée en utilisant des rhizobactéries solubilisant le zinc
(ZSR), qui sont effectives pour mobiliser les complexes de zinc dans le sol et ainsi résoudre la
déficacité du zinc végétal (Karnwal, 2021; R. Yasmin ef al., 2021). L'application d'especes
spécifiques de Bacillus, Pseudomonas et Serratia a entrainé une plus grande mobilisation du
zinc dans le blé (7-12 %) et le soja, selon de nombreuses recherches (Lefevre et al., 2014). Dans
des expériences en pot, Goteti et al.(2013) ont observé que la bactérie des semis de mais avec
une souche de Pseudomonas solubilisant le Zn augmentait considérablement 1'absorption et la
concentration de Zn. Sunithakumari et al.(2016) ont rapporté que Stenotrophomonas,
Mycobacterium, Enterobacter, Pseudomonas et Xanthomonas, parmi d'autres rhizobactéries
isolées a partir de plantes de banane, de piment, de haricot, d'arachide, de mais, de sorgho et de
tomate, ont des capacités substantielles de solubilisation in vitro du Zn. Des propriétés de
solubilisation du zinc et une meilleure absorption du Zn ont été rapportées apres 1'inoculation
de souches de Pseudomonas dans des plants de riz (D. Joshi et al., 2013).

4.4.4. Assimilation du fer par les sidérophores

Les bactéries produisent des sidérophores qui sont de petites molécules organiques qui
améliorent I'absorption du fer dans des conditions déficientes en fer. Comme PGPR,
Pseudomonas sp. fait face a ses besoins en ions en consommant des sidérophores formés par
plusieurs autres micro-organismes de la rhizosphére. Pour augmenter la quantit¢ de fer
disponible dans son habitat naturel, Pputidautilise des sidérophores hétérologues produits par
d'autres micro-organismes (Rathore, 2015). Chez les plantes hdtes, les sidérophores bactériens
influencent I'homéostasie du fer, la fonction immunitaire et la croissance (Hesse et al., 2018).
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Par exemple, I'analogue pyoverdine sidérophore (apo-pyoverdine) de la souche C7R12 de
Pfluorescens a un impact sur l'expression d'environ 2000 génes chez A. thaliana (Trapet et al.,
2016). On a découvert que de nombreux génes impliqués dans la production de composés
phénoliques mobilisant le fer étaient activés positivement chez A. thaliana colonisé¢ par
Pfluorescens WCS417. Les souches bactériennes capables de produire un grand nombre de
sidérophores étaient moins inhibées par des concentrations élevées de cuivre, et la fraction des
souches synthétisant des sidérophores grandissait au méme rythme que le gradient ionique
(Hesse et al., 2018). De méme, Paeruginosa ZGKD3, Cd (II) et Zn (II) ont stimulé la
production globale de sidérophores, tels que la pyoverdine (Shi et al., 2017). Gupta et
al.(2014)ont trouvé des génes acrAB, thu, fpvA, mbtH et pvd dans le génome de Pputida. S.-
M. Kang et al.(2020) ont trouvé des geénes entFS, fepBCDG et fes dans le génome CS51 de
Ppsychrotolerans, participant a la synthése des sidérophores.

4.4.5. Fxation biologique de I'azote

La fixation biologique de I'azote (BNF) est le mécanisme par lequel les bactéries fixatrices
d'azote utilisent un systéme enzymatique complexe appelé nitrogénase pour convertir I'azote
¢lémentaire atmosphérique en formes utilisables par les plantes (Masson-Boivin & Sachs,
2018). La fixation azotée non-symbiotique, qui implique des membres des genres Arthrobacter,
Acetobacter, Clostridium, Azotobacter, Bacillus (Dinnage et al., 2019), et la fixation
symbiotique de 1'azote, qui implique des membres de la famille des Rhizobiacées avec des
légumineuses (Mendoza-Suérez et al., 2021; Moura et al., 2020). Li et al.(2017)ont rapporté
que les souches de Pkoreensis et de P.entomophila étaient une souche fixatrice d'azote dans la
canne a sucre. La fixation de I'azote ¢lémentaire par des microbes bénéfiques du sol comme la
PGPR représente une grande partie de 'azote élémentaire qui pénétre dans le sol dans des
conditions naturelles (Ke et al., 2019). Ainsi, les interactions plantes-microbes via le BNF
jouent un role important dans la formation d'engrais organiques (Kuypers et al., 2018). Le gene
nifU est nécessaire a la fixation de 'azote et est impliqué dans la construction du cluster Fe-S (
Guo et al., 2023; Smith et al., 2005). S.-M. Kang et al.(2020) ont identifi¢ le géne norB dans le
génome de Ppsychrotolerans CS51

5. Actualités et perspectives d’avenir

5.1. Commercialisation et potentiel biotechnologique

Les premiers produits microbiens disponibles dans le commerce en agriculture, les
inoculantsrhizobiaux pour les légumineuses, sont toujours les inoculants agricoles les plus
largement appliqués (Orozco-Mosqueda et al., 2023). Les progres génétiques dans la symbiose
de fixation de 1'azote entre lesrhizobiums et les plantes cultivées se sont révélésdifficiles a
réaliser. En raison de la demande énergétique importante associée a la conversion de 1'azote
atmosphérique en ammoniac, la cellule bactérienne doit accorder la priorit¢é a la
phosphorylation oxydative des sources de carbone par opposition a la production de glycogéne,
afin d'améliorer le processus de fixation de 'azote (Goyal et al., 2016). 1l a été étudi¢ que
I’application de mutants de suppression de la glycogéne synthase de Rhizobium tropici ne
survivait pas dans I'environnement du sol, méme si les haricots étaient infectés par plus de
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nodules et de matiere seche (Albicoro ef al., 2023; Redondo-Goémez et al., 2022). Depuis la
premiére décennie du XXle siécle, il y a eu un intérét accru pour les inoculants commerciaux
fabriqués a partir de bactéries fixatrices d'azote libres telles que Azoarcussp, Burkholderiasp,
Gluconacetobacter, Diazotrophicus, Herbaspirillum, les Azotobactersp, Bacilluspolymyxa et
surtout Azospirillumsp(Patra & Mandal, 2022; Z.-J. Wang et al., 2022). Comme le Phosphore ,
d'autres nutriments essentiels comme le Fe et le Zn, peuvent étre abondants dans le sol mais
inaccessibles aux plantes, ce qui peut réduire les rendements des cultures (Moon & Ali, 2022).
Plusieurs souches bactériennes produisent des sidérophores ou des acides organiques qui
agissent comme inhibiteurs d'agents pathogénes nocifs et augmentent la disponibilité de Fe
(Roskova et al., 2022; Yankey et al., 2022).

Les especes de Pseudomonas ont démontré un potentiel important pour la commercialisation et
les applications biotechnologiques en tant que rhizobactéries favorisant la croissance des
plantes (PGPR). Les multiples caractéristiques favorisant la croissance des plantes, le potentiel
antagoniste et l'affiliation phylogénétique des rhizobactéries associées aux plants de thé
commerciaux cultivés a Darjeeling, en Inde, ont mis en évidence le potentiel commercial de
l'application de la PGPR dans différentes cultures agricoles, conduisant a la commercialisation
de bio-formulations microbiennes Dutta & Thakur (2017). L'exploration et I'exploitation du
potentiel biotechnologique de la PGPR autochtone est une alternative dans le développement
de bio-intrants qui complétent la nutrition des cultures, améliorent les sols, se défendent contre
les agents pathogenes et réduisent l'impact environnemental des biocides et des produits
agrochimiques, permettant la mise en place de systémes agricoles durables et respectueux de
I'environnement (Vanegas et al., 2020). Le potentiel des PGPR et des champignons
mycorhiziensarbusculaires (MA) pour améliorer la croissance et le développement des plantes
médicinales et aromatiques et l'accumulation de métabolites secondaires a haute valeur
thérapeutique a ouvert la voie au développement de nouveaux produits biotechnologiques en
tant que biofertilisants (Swamy et al., 2016). Malgré leurs avantages économiques et
environnementaux potentiels, les efforts visant a exploiter commercialement la PGPR en tant
que biopesticides, biofertilisants ou phytostimulants ont été limités par des résultats incohérents
causés en partie par une mauvaise colonisation des racines (Mavrodi et al., 2010). La
commercialisation de la PGPR a été entravée par des résultats incohérents causés par une
mauvaise colonisation des racines, ce qui a limité leur potentiel en tant que biopesticides,
biofertilisants ou phytostimulants (Chapalain ef al., 2013). Le potentiel des souches PGPR et
leurs relations avec les plantes sont utilisés commercialement de nos jours et ont un potentiel
énorme et prometteur pour l'agriculture durable en raison de leurs effets bénéfiques sur les
produits agricoles (Mora ef al., 2021). La faible viabilité (faible durée de conservation) de la
PGPR est un facteur qui nuit a son application commerciale, chevauchant le potentiel d'action
de ces PGPR comme décrit par (V. Sharma et al., 2022). L'application conjointe de certains des
BCA mentionnés dans cette revue peut servir a développer de nouveaux bioproduits. Ainsi,
les biofongicides commerciaux sont principalement composés d'un mélange de différents
micro-organismes tels que Ascophyllumnodosum, Bacillus subtilis Y1336, Streptomyces spp.,
Trichodermaspp. ou AMF sont disponibles. L’application de différentes bio-formulations a
permis de réduire l'incidence du VWO dans des conditions contrélées (Hiar et al., 2017). De
méme, l'efficacité d'un biofongicide commercial a été testée sur le terrain et le processus de
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récupération des arbres a été vérifié a I'aide de données de réflectance spectrale (latrou ef al.,
2016).

La modification génétique peut accélérer la commercialisation de la PGPR en tant qu'agents
(Hiar et al., 2017) de biocontrole, ce qui pourrait contribuer davantage au développement
durable de l'agriculture (Y. Kang et al., 2013).

L'application commerciale d'inoculants microbiens pour améliorer la croissance et le rendement
des cultures dans des environnements salins est une stratégie potentielle pour I'agriculture saline
du sol. Il existe actuellement plusieurs inoculants de PGPR commercialisés qui favorisent la
croissance ou contrdlent les agents pathogeénes ou induisent une résistance systémique contre
les agents pathogénes ou entrainent une atténuation de la tolérance au stress par au moins un
mécanisme (Paul & Lade, 2014).les impacts des Pseudomonas sur des communautés
fongiques et bactériennes du sol, dans des essais au champ ont également été analysés
en vue d'une commercialisation potentielle de ces souches génétiquement modifiées ( Bakker
et al., 2002; Viebahn et al., 2003).

5.2. Défis et contraintes

Les especes de Pseudomonas ont montré un potentiel significatif en tant que rhizobactéries
favorisant la croissance des plantes (PGPR) en agriculture. Cependant, leur application est
confrontée a plusieurs défis et limitations qui doivent étre résolus pour une utilisation efficace
dans les pratiques agricoles durables. La commercialisation et le potentiel biotechnologique de
Pseudomonas en tant que PGPR sont entravés par divers facteurs, notamment des résultats
incohérents en raison d'une mauvaise colonisation des racines, d'une adaptabilité limitée aux
conditions de faible humidité et d'une faible viabilité, ce qui affecte la durée de conservation et
le stockage (Chu et al., 2019; Fazeli-Nasab & Sayyed, 2019; Mahanty et al., 2017;
Shivashakarappa ef al., 2022). Les résultats incohérents causés par une mauvaise colonisation
des racines ont limité le potentiel de Pseudomonas en tant que biopesticides, biofertilisants ou
phytostimulants, limitant leur application commerciale. De plus, la faible adaptabilité des
PGPR aux conditions de faible humidité a limité leur utilisation dans les cultures tolérantes a la
sécheresse, telles que le millet a queue de renard (Shivashakarappa et al., 2022). De plus, la
faible viabilité des souches de PGPR a nui a leur application commerciale, affectant leur
potentiel en tant que biopesticides, biofertilisants ou phytostimulants (Chu et al., 2019).

5.3. Enjeux émergents et orientations futures

Les especes de Pseudomonas ont montré un potentiel significatif en tant que rhizobactéries
favorisant la croissance des plantes (PGPR) dans les systémes agricoles(P. Singh et al., 2022).
Les tendances émergentes et les orientations futures dans les applications biotechnologiques de
Pseudomonas en tant que PGPR sont essentielles pour l'agriculture durable et la gestion de
I'environnement. L'identification des orientations et des tendances futures de la recherche est
cruciale pour relever les défis et maximiser le potentiel de Pseudomonas en tant que
PGPR(Azizoglu ef al., 2021). L'avenir de Pseudomonas en tant que PGPR implique de relever
des défis tels que des résultats incohérents dus a une mauvaise colonisation des racines, une
viabilité limitée (mauvaise durée de conservation) de PGPR et la nécessité d'une compréhension
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plus approfondie des interactions entre PGPR et les plantes hotes(Tabassum et al., 2017). Pour
surmonter ces défis, il faudra une compréhension approfondie des mécanismes sous-jacents aux
interactions entre la PGPR et les plantes, ainsi que le développement de stratégies innovantes
pour améliorer la colonisation des racines et la durée de conservation des formulations de
PGPR(AI-Turki et al., 2023). Les futures orientations de recherche pour Pseudomonas comme
PGPR peuvent inclure le développement de nouvelles formulations et méthodes
d'administration pour améliorer la colonisation des racines et améliorer la persistance de PGPR
dans la rhizosphére(Lobo et al., 2019). De plus, les efforts de recherche axés sur la
compréhension des mécanismes moléculaires des interactions entre PGPR et les plantes et
l'identification des génes et des voies clés impliqués dans la promotion de la croissance des
plantes seront essentiels pour maximiser le potentiel de Pseudomonas en tant que PGPR. En
outre, l'intégration des technologies omiques, telles que la génomique, la transcriptomique et la
métabolomique, fournira des informations précieuses sur les propriétés fonctionnelles de
Pseudomonas en tant que PGPR et facilitera le développement d'approches adaptées a des
applications agricoles spécifiques(Alberton et al., 2020; Fadiji et al., 2022). En outre,
l'exploration du potentiel de Pseudomonas en tant qu'agents de biocontrdle pour la gestion des
maladies des plantes et I'amélioration de la productivité des cultures sera un objectif clé pour
les recherches futures(Hofte, 2021; Mehmood, 2023).
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1. Introduction

Vicia faba, communément appelée féverole (ou la féve), est une légumineuse de saison fraiche
ayant une importance agricole et scientifique (Bangar & Kajla, 2022; Soliman et al., 2023).
Cette espece de légumineuse appartient a la famille des Fabaceae et sert de source de protéines
pour la consommation humaine et 'alimentation du bétail (Shavanov, 2021). La féve est connue
pour sa diversité génétique, ce qui la rend précieuse pour les efforts d'amélioration des cultures
(Mulugeta et al., 2021). La feve (Vicia faba L.) est une légumineuse populaire et utilisée dans
le monde entier comme source importante de protéines pour la nutrition humaine et animale et
pour l'azote dans la biosphére(Cazzato et al., 2012). La feéve (Vicia fabal..) Parfois appelée
feve, féve chevaline ou féve de champ — est une légumineuse alimentaire majeure en raison de
la haute valeur nutritionnelle de ses graines, qui sont riches en protéines et en amidon. Les
graines sont consommeées séches, fraiches, congelées ou en conserve. La production mondiale
de féveroles en 2005 était de 4,9 Mt contre 2,8 Mha, ce qui est faible par rapport a la production
mondiale de soja et de pois (220 Mt et 12 Mt respectivement) (Faostat, 2009). C'est I'une des
meilleures cultures pouvant étre utilisées comme fumier vert et I'une des meilleures bio-
usines d'azote en fixant 130 a 160 kg N/ha (Horster a/.,2007). Car elle contient une teneur
¢levée en protéines brutes (20%—40%), en glucides (51%—68%), en minéraux (Fe, Zn, P, Ca)
et en vitamines (Alghamdi, 2009; Hendawey & Younes, 2013; Shivani, 2015). La féve fixe
l'azote de I'air a des niveaux élevés et augmente également la fertilité du sol. Il peut étre cultivé
avec succes comme culture d'hiver grace a des systémes de culture dans des conditions pluviales
dans la région méditerranéenne de la Turquie (Tirkeri, 2016; Yazar ef al., 2017). La féve peut
non seulement étre cultivée avec succes dans les conditions agro-climatiques du plongeur,
mais elle peut également étre produite sur 'humidité résiduelle du sol, relativement plus
tolérante au stress biotique et abiotique, avec un apport minimal (A. K. Singh & Prevesh,
2009; H. Singh et al., 2021). Les exportations mondiales de graines de féverole seches en 1998
a 2002 se sont élevées a 475 000 tonnes. Les principaux pays exportateurs étaient 1'Australie
(201 000 tonnes), le Royaume-Uni (114 000 tonnes), la Chine (63 000 tonnes) et la France
(53 000 tonnes). Les principaux importateurs au cours de cette période étaient 'Egypte (197
000 tonnes), 1'Ttalie (169 000 tonnes) et I'Espagne (52 000 tonnes). Les exportations des pays
africains et asiatiques sont négligeables (Faostat, 2009). La recherche a démontré le potentiel
de Vicia faba dans les pratiques agricoles durables, en soulignant son role dans l'amélioration
des écosystemes et la santé des sols (Borghi et al., 2019; Ditzler ef al., 2021). Les études sur
Vicia faba se sont penchées sur divers aspects de sa biologie et de ses applications. Par exemple,
la recherche sur la réponse de la plante aux facteurs de stress environnementaux, tels que les
vagues de chaleur, a fourni des informations sur ses mécanismes d'adaptation (Coninck et al.,
2021). Les recherches sur la composition immunocytochimique des fleurs de féverole ont
permis d'identifier des protéines d'arabinogalactane dans des structures florales spécifiques,
offrant un apercu de sa biologie reproductive (Espinosa, 2023). De plus, I'évaluation des
génotypes de Vicia faba a 1'aide de techniques de spectroscopie moléculaire vibrationnelle non
destructive a fourni des informations précieuses sur les profils de structure moléculaire des
protéines en relation avec les caractéristiques nutritionnelles (Sulas ef al., 2013). Les ressources
phytogénétiques sont vitales pour I'humanité pour la sécurité alimentaire future et jouent un
role important pour la sélection des cultivars (Biswas et al., 2020; Tuna et al., 2020; Zia-Ul-
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Haq et al., 2013). Les ¢éléments minéraux sont trés importants pour la nutrition humaine et le
systéme immunitaire (F. S. Baloch et al., 2014; Talukder et al., 2010) et 'augmentation de la
quantité d'élément minéral ainsi que du rendement est essentielle pour la reproduction du
féverole. La détermination des critéres de sélection est essentielle pour la sélection des
génotypes souhaitables. Comme on le sait, le rendement est influencé par les conditions
environnementales et les facteurs génétiques. La variabilité génétique du rendement et des
composants du rendement dans le matériel de sélection doit étre estimée pour augmenter le
rendement en grains de féverole. Pourtant, la variabilité¢ génétique ne montre pas la partie
héréditaire des traits. L'héritabilité indique l'ampleur de I'hérédité des traits, mais n'indique
pas 'ampleur du progrés génétique (Georgieva et al., 2016; Hefny, 2013). En milieu agricole,
Vicia faba a été examiné pour son potentiel en tant que source d'azote dans les systémes de
culture méditerranéens pluviaux, démontrant son réle dans les pratiques agricoles durables
(Krenz et al., 2023). En outre, la recherche sur 'utilisation des sous-produits de la féve a exploré
leurs applications dans divers secteurs, y compris les industries alimentaires, fourrageres et non
alimentaires, mettant en valeur la polyvalence de I'usine (Mohamed & Mirry, 2019). De plus,
des études sur les effets allélopathiques de cultures comme le mais et le sorgho sur les
caractéristiques physiologiques du blé et de la féverole ont fourni des informations sur la
dynamique des cultures intercalaires.

2. Diversité génétique et études de germoplasme :

L’amélioration de nouveaux cultivars de féveroles & haut rendement et riches en minéraux et
en protéines est importante pour I'efficacité de la production de féveroles dans les conditions
climatiques méditerranéennes. La féverole a grandes graines est originaire de Turquie et le pays
compte de nombreuses races primitives de féveroles qui constituent une ressource génétique
précieuse pour la variation génétique. Les ressources phytogénétiques sont vitales pour
I'hnumanité pour la sécurité alimentaire future et jouent un réle important pour la sélection des
cultivars (Biswas et al., 2020; Tuna et al., 2020; Zia-Ul-Haq et al., 2013). Les éléments
minéraux sont tres importants pour la nutrition humaine et le systeme immunitaire (F. S.
Baloch et al., 2014; Talukder et al., 2010) et l'augmentation de la quantité d'élément minéral
ainsi que du rendement est essentielle pour la reproduction du féverole. La détermination des
critéres de sélection est essentielle pour la sélection des génotypes souhaitables. Comme on le
sait, le rendement est influencé par les conditions environnementales et les facteurs génétiques.
La variabilité génétique du rendement et des composants du rendement dans le matériel de
sélection doit étre estimée pour augmenter le rendement en grains de féverole. Pourtant, la
variabilité génétiqgue ne montre pas la partie héréditaire destraits. L'héritabilité indique
I'ampleur de I'nérédité des traits, mais n'indique pas l'ampleur du progrés génétique
(Georgieva et al., 2016; Hefny, 2013). Pour cette raison, lI'estimation de I'héritabilité associée
a lI'avance génétique est essentielle pour les programmes de sélection (Fikreselassie & Seboka,
2012; P. P. Sharma et al., 2017). Une héritabilité elevée au sens large a été observée en jours
pour la floraison, la hauteur de la plante, le nombre de gousses par plante, le poids de 100
graines et le rendement en graines par plante (Bakhiet et al., 2015; Shivani, 2015).
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2.1. Recherche sur la diversité génétique de Vicia faba

Certaines études ont rapporté gu'une grande variation génétique de la concentration en
minéraux des graines a éte trouvée parmi les génotypes de féveroles et de haricots communs en
ce qui concerne la teneur en minéraux des graines (F. S. Baloch et al., 2014; Talukder et al.,
2010). L'evaluation génotypique est significative pour la concentration en minéraux et peut étre
augmentée par la sélection parmi les génotypes (K. Baloch et al., 2017; Bozokalfa et al.,
2009). Les coefficients de corrélation simples entre les composantes de rendement et de
rendement ne sont pas appropriés pour déterminer le critere de sélection dans I'amélioration des
cultures. L'effet indicatif et I'effet indirect via d'autres traits sur le rendement des semences en
utilisant l'analyse des chemins est une condition préalable. L'analyse du coefficient de
trajectoire a montré que le poids de 100 graines, le nombre de gousses par plante et le nombre
de branches par plante avaient des effets positifs et directs sur le rendement en graines ;
cependant, la hauteur de la plante et les jours précédant la floraison ont eu des effets négatifs
directs sur le rendement en graines (P. Kumar et al., 2017).

2.2. Bref Origine, distribution et Taxonomie de la féve.

La feve est affectée aux centres de diversité d'Asie centrale, de Méditerranée et d’Amérique du
Sud et semble étre originaire d'Afrique du Nord et d'Asie du Sud-Ouest, et largement cultivée
ailleurs (Harlan, 1969; Zohary & Hopf, 2000). Cubero(1974) a postulé un centre d'origine du
Proche-Orient, avec quatre rayons vers I'Europe le long de la c6te nord-africaine jusqu'a
I'Espagne, le long du Nil jusqu'a I'Ethiopie et de la Mésopotamie a [I'Inde (Hawtin &
Hebblethpiait, 1983). Des centres secondaires de diversité sont postulés en Afghanistan et en
Ethiopie. Cependant, Hajjar & Hodgkin (2007) ont signalé que l'origine était I'Asie centrale.
Les Chinois les utilisaient pour se nourrir il y a pres de 5 000 ans, et ils ont été cultivés par
les Egyptiens il y a3 000 ans, par les Hébreux a I'époque biblique, et un peu plus tard par les
Grecs et les Romains (Mihailovic et al., 2005; A. K. Singh & Bhatt, 2012). Probablement, il
a été introduit par les Européens comme culture de jardin en Inde pendant la période sultane
(1206-1555), au cours de laquelle sa culture a été mentionnée (Naqvi, 1984; Razia Akbar ,
2000). L'ancétre sauvage et l'origine exacte de la féverole restent inconnus. Plusieurs especes
sauvages (Vicia narbonensis L. et V. galilaeaPlitmann et Zohary) sont taxonomiquement
étroitement liées a la culture, mais elles contiennent 2n = 14 chromosomes, alors que la
féverole cultivée a 2n = 12 chromosomes (Cubero, 1974).

De nombreuses tentatives de croisement des espéces sauvages pour cultiver la féverole ont
échoué (Hajjar & Hodgkin, 2007; Zohary & Hopf, 1973). Bien que, généralement classés dans
le méme genre Vicia que lesvesces, certains botanistes le traitent dans un genre monotypique
distinct comme Faba sativa Moench(Hanelt & Mettin, 1989; Zohary & Hopf, 2000). V. faba
est une herbe annuelle avec des tiges grossiéres et verticales, non ramifiées de 0,3 a 2 m de haut,
avec 1 tige ou hollower a partir de la base. Les feuilles sont alternes, pennées et se composent
de 2 a 6 folioles chacune jusqu'a 8 cm de long et contrairement a la plupart des autres membres
du Genre ; elle est sans vrilles ou avec des vrilles rudimentaires. La plante fleurit abondamment
mais seule une petite proportion des fleurs produit des gousses.

Les fleurs sont grandes, blanches avec des marques violet foncé, portees sur des pédicelles
courts en grappes de 1 a 5 sur chaque racéme axillaire généralement entre le 5e et le 10e
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nceud ; 1a4 gousses se développent a partir de chaque grappe de fleurs, et la croissance est
indéterminée bien que des mutants déterminés soient disponibles (Hanelt & Mettin, 1989).
Environ 30 % des plantes d'une population sont fertilisées de fagon croisée et les principaux
insectespollinisateurs sont les bourdons. 1l y a une racine du robinet robuste avec des racines
secondaires abondamment ramifiées. En fonction de la taille des graines, deux sous-espéces ont
été reconnues, paucijuga et faba. V. faba a un nombre chromosomique diploide (2n) de 12, ce
qui signifie que chaque cellule de la plante a 12 chromosomes (6 paires homologues). Cing
paires sont des chromosomes acrocentriques et une paire est métacentrique (Alghamdi, 2009;
Hanelt & Mettin, 1989).

2.3. Diversité génétique pour le développement de nouvelles variétés

Les semences sont l'unité de base de tout systeme de production agricole sans semences de
qualité, personne ne peut méme penser a une bonne récolte. La production de semences de haute
qualité de variétés améliorées ayant une haute qualité analytique, couplée a une capacité de
germination élevée, a une vigueur et a une taille uniformément grande, nécessite des heures
pour ameéliorer la culture du féverole dans ce pays (Loss, 2006). Une meilleure compréhension
du modeéle et de la dynamique des ressources génetiques de la feve (V. faba L.) est nécessaire
pour comprendre et établir la relation entre le germoplasme collecté dans la région du Bihar.
L'exploration des plantes et la collecte de germoplasme sont le moyen le plus rapide de collecter
une variabilité modeste. A I'heure actuelle, la collection mondiale de germoplasme de féverole
conservée dans diverses banques de génes de semences/champs du pays respectif compte plus
de 30 000 accessions (A. K. Singh & Bhatt, 2012). La caractérisation et I'évaluation préliminaire
sont I'une des techniques importantes qui aident a élucider I'étendue et le modéle de la
diversité agro-morphologique ainsi gque moléculaire dans cette culture (A. K. Singh & Bhatt,
2012).

2.4. Analyse de la diversité par génotypage

Au niveau cytoplasmique, aucune variabilité n'a pu étre détectée sur I'ADN chloroplastique
parmi les génotypes de V. faba qui semblaient trés conserveés lors de la domestication, avec une
variabilité étroite a l'origine (Shiran & Mashayek, 2004). En revanche, I'ADN mitochondrial
présente une variabilité dans la séquence et la taille des plasmides ; dans certains cas, il est
associ¢ a la diversité des génomes nucléaires (Flamand ef al., 1993). Le génome nucléaire de
V. faba est énorme, avec plus de 13 000 Mbp par rapport a I'espece modele de légumineuses M.
truncatula, qui est estimée a 470 Mbp(Young et al., 2003). Cette grande taille peut s'expliquer
en grande partie par un nombre élevé de copies de rétrotransposons (Pearce et al., 1996). Ces
rétrotransposons, microsatellites et génes sont a la base de la variabilité de la séquence qui peut
étre explorée dans les génomes. Des marqueurs RAPD (RandomAmplifiedPolymorphic DNA)
(Link et al., 1995), AFLP (Amplified Fragment LengthPolymorphism) (Zeid et al., 2003) et
ISSR (Inter Simple SequenceRepeats) ils ont été utilisés avec succes pour caractériser la
variabilité génétique entre les génotypes de féveroles(Terzopoulos et al., 2003). Les marqueurs
de base de rétrotransposon a séquence répétée terminale longue ou les marqueurs de
polymorphisme d'amplification spécifiques a la séquence.Sanz et al. (2007) pourraient faire la
distinction entre les origines géographiques des génotypes de V. faba, mais pas entre les types
paucijuga, mineur, equina ou majeur. Les marqueurs moléculaires ont été¢ développés avec
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succes pour soutenir les stratégies de sélection assistée par marqueurs pour la tolérance au stress
biotique ou les traits de composition des graines de V. faba au sein des populations
reproductrices(Avila et al., 2004; Gutierrez et al., 2006; Torres et al., 2006).

La diversité génétique des races primitives de féveroles de différentes provinces de Chine a été
comparée au germoplasme du reste du monde, a I'aide d'analyses AFLP de 459 accessions. Le
matériel génétique d'hiver et de printemps a été analysé séparément a l'aide de 12 paires
d'amorces(X. Zong et al., 2009). Un dendrogramme des données pour la féverole printaniére a
montré que I'ensemble le plus diversifié d'accessions provenait du Canada. La féverole d'hiver
de Chine s'est avérée distincte des pools de génes d'hiver dans le reste du monde et des types
de printemps en Chine(X. Zong et al., 2009). Les races continentales de féveroles d'Afrique et
d'Asie ont montré une certaine affinité¢ dans le regroupement des dendrogrammes, et celles-ci
¢taient largement associées a des sources européennes. Dans le pool génétique hivernal en
Chine, les accessions du Yunnan étaient les plus distinctes, suivies de celles du Sha' anxi(Bao
et al., 2006). Un autre type de marqueurs neutres qui sont utiles pour caractériser la variabilité
génétique sont les microsatellites génomiques (SSR). Cette stratégie a été lancée dans le cadre
du programme Generation Challenge (Sadiki et al., 2006). Une collection composite mondiale
de 1000 accessions de féveroles a été développée en collaboration entre ICARDA-Aleppo-
Syrie, INRA-Dijon-France et CSIC-CordobaEspagne. Un test préliminaire réalisé avec 2
amorces congues pour des motifs SSR génomiques et appliquées a 750 génotypes, a révélé 127
alleles ce qui indique un haut niveau de polymorphisme entre les accessions de féveroles. Les
homologies et les syntenies de séquences géniques entre M. truncatula et V. faba n'ont pas été
documentées a ce jour, mais peuvent étre prédites a partir de comparaisons déja effectuées entre
les especes de papilionoidae(Choi et al., 2004; Young et al., 2003). Dans un avenir proche, sur
la base de ces similitudes, les connaissances acquises sur les données génomiques de M.
truncatula aideront a découvrir la diversité allélique de nombreux genes de V. faba, soutenant
ainsi les stratégies de génétique d'association. A cette fin, une méthodologie moléculaire
appelée « Ecotilling » 2 a récemment €té proposée pour révéler une diversité de séquence pour
un gene donné, parmi de nombreuses ressources génétiques (Comai et al., 2004).

3. Documentation

En partenariat avec ICARDA, I'ATFCC a aidé a développer une base de données d'interrogation
en ligne de recherche/interrogation pour les traits descripteurs de la féverole. Il s'agit d'une
adaptation de la base de données du Systéme international d'information sur les cultures
(Portugal et al., 2007). Le « central » de ce systéme d'information international Faba Bean
(IFIS) se trouve a I'lCARDA, avec ATFCC comme nceud secondaire. La base de données
permet de multiples requétes sur les traits sélectionnés par le client (généralement un
sélectionneur de plantes, un étudiant ou un universitaire), pour la sélection du matériel
génétique qui peut étre demandé en ligne. Les IFI effectuent également des recherches dans les
bases de données de différentes collections et peuvent étre affinées pour cibler les origines
géographiques identifiées comme des « points chauds » pour les incidences de stress
abiotique/biotique. La mesure dans laquelle les collections de germoplasme ont été
caractérisées et évaluées est loin d'étre compleéte dans de nombreux cas. Les utilisations
alternatives de la féverole deviennent de plus en plus importantes ; le rapport de la réunion du
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comité de coordination du réseau des cultures oléagineuses et protéagineuses de I'ECPGR
Ambrose et al.(2006) a soutenu la nécessité d'évaluer de nouveaux traits tels que ceux liés a la
tolérance au changement climatique, au systéme d'accouplement et a la relation entre les plantes
et les pollinisateurs, ainsi qu'a de nouvelles utilisations telles que les bioréfinitions a des fins
non alimentaires.

4. Recherche sur le stress abiotique

Jusqu'a aujourd'hui, I'amélioration de l'adaptation du féverole aux stress abiotiques a été
principalement réalisée indirectement via la sélection pour le rendement céréalier. En dépit de
ces progres, une caractéristique commune principale de I'espece — en dessous de sa tolérance
de base au sol 1égérement salin (Katerji et al., 2011) et au gel doux — est sa préférence pour des
conditions fraiches et humides, telles que le printemps et I'été en Angleterre ou les hivers et le
printemps sensibles au stress de la sécheresse, qu'il s'agisse d'un déficit hydrique intermittent
ou terminal (McDonald & Paulsen, 1997). Pour découvrir, comprendre et exploiter la variation
génétique pour la tolérance au stress, le stress doit étre spécifié. A titre d'exemple, le niveau et
le schéma du stress de sécheresse appliqué varient considérablement entre les chercheurs
(Grzesiak et al., 1997; Nerkar et al., 1981). Sous stress hydrique, la plante peut trouver une
quantité d'eau pratiqguement illimitée mais difficile a absorber ou une offre limitée d'eau comme
lors d'une sécheresse terminale. Avec un stress intermittent, les plantes sont autorisées a
récupérer. Néanmoins, les différences génétiques pour la récupération ont été a peine analysées
jusqu'a présent (H. R. Khan et al., 2010). Le stress di a la sécheresse peut ou non étre séparé
du stress thermique, de la faible humidité de l'air et d'autres caractéristiques intermédiaires
(Amede et al., 1999).

5. Réponses au stress abiotique sur Vicia faba.

a. Sécheresse. En général, les traits prometteurs a analyser pour la tolérance a la sécheresse sont
la morphologie des pousses et des racines et le modéle de développement opmental, I'anatomie
a petite échelle telle que les caractéristiques des stomates, les traits physiologiques appartenant
a l'ajustement osmotique ou a l'efficacité de l'utilisation de 1'eau et les €léments connexes. Dans
les climats tempérés et semi-arides, le développement rapide diminue généralement la pénalité
de sécheresse. En Allemagne, les féveroles de printemps ont besoin d'environ 12 jours entre le
semis et la premiere photosynthése, tandis que, par exemple, les pois de printemps n'ont besoin
que de 7 jours, principalement parce que les féveroles sont semées plus profondément, ont
besoin d'une somme de températures plus élevée (5700°°C >3300 C) que les pois et plus d'eau
par graine (environ 3,8 g > 1,5 g) pour germer (Schmidtke, 2012). Les cultures et les mauvaises
herbes plus petites realisent, par rapport a la feve, une longueur d'avance. L'eau qui est transmise
par les mauvaises herbes ou perdue par évaporation parce que la couverture du sol n'est pas
encore réalisée augmente la menace de sécheresse future. D'autre part, la fermeture rapide de
la canopée pour minimiser I'évaporation peut étre un sujet mineur pour les haricots semés en
automne. Les semis d'automne réduisent la précipitation due a la menace de sécheresse ; la
couverture du sol ne se produira de toute fagon qu'aprés I'hiver et beaucoup plus t6t qu'avec les
semis de printemps ; et les grosses graines produisent des plantes juvéniles plus vigoureuses et
a feuilles plus grandes. Cela peut indiguer que les feves d'hiver sont plus grosses que les féves
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de printemps. La diversité génétique des réactions a la température et a la durée du jour ne
semble pas limiter une approche opportune des féveroles adaptées localement a la floraison
dans les nombreuses régions de culture établies (par exemple, la Chine, I'Ethiopie, la vallée du
Nil, le bassin méditerranéen, I'Europe centrale, occidentale et du Nord, I'Amérique du Sud
andine). Le mode de reproduction particulier du féverole est un autre moment de perte de temps,
donc de risque accru de souffrir de la sécheresse. Vicia fabaest partiellement fertilisé par les
abeilles melliféres et les bourdons. Ses environ 40 % a 50 % de croisements sont fortement
dépendants du génotype, du statut de consanguinité et de I'environnement réel (Palmer et al.,
2009). La sécheresse a considérablement réduit I'autofécondation, réduisant ainsi les
possibilités d'évasion par un développement rapide (Stoddard, 1986). Les perspectives de
morphologie monogénétique altérée telles que les types d'inflorescence terminale, les types
stables (raide-paille) et les types d'approvisionnement vasculaire indépendants pour les
environnements secs suscitent peu d'optimisme (Frauen & Sass, 1989; Patrick & Stoddard,
2010). Aucun cultivar a paille raide (Boss, Mythos) n'est plus sur le marché, malgré ce type
causant des tiges plus courtes, plus minces et des leaflets plus petits, caractéristiques candidates
d'un idéotype tolérant a la sécheresse. Le type « inflorescence terminale » peut promettre une
évasion en raison d'une maturité plus précoce, mais il est a peine discuté en relation avec
1'évasion par la sécheresse. L ‘« approvisionnement vasculaire indépendant », inventé par Gates
et al. (1983) pour réduire la concurrence intra-raceme entre les gousses, a été « discrétement
abandonné » (Link, 2009; Patrick & Stoddard, 2010).

M uller & Wilfried (1986)m ont comparé le faverole de printemps cv. Diana a l'avoine de
printemps cv. Leanda pour les caractéristiques racinaires et stomatiques sur deux ans dans des
essais sur le terrain. La majorité des racines du haricot faba ont été trouvées a moins de 1 m de
profondeur du sol, tandis que l'avoine a des racines jusqu'a 1,5 m de profondeur. Ces résultats
confirment que l'avoine pourrait extraire plus d'eau du sol. De plus, le féverole a montré une
conductance des stomates inférieure a 4 g HoO/(m 2 s), comparativement a environ 8 g H>O/(m
2 s) d'avoine. Ainsi, la féverole se caractérise par une fermeture précoce et tres sensible des
stomates, évitant une perte d'eau marquée. Un tel comportement réduit la capacité de rendement
des feves. Les ¢éleveurs devraient préparer le développement maximal de la féve d'environ deux
semaines — c'est promis par les féves d'hiver. De plus, la longueur et la profondeur des racines
devraient étre génétiquement augmentées et I'ombrage mutuel de la canopée de la féverole
pourrait étre diminué par la reproduction.

En ce qui concerne l'activité de la nitrogénase, on a constaté que le féverole était le plus sensible
a la sécheresse au moment de la floraison (Plies-Balzer et al., 1995). Pourtant, la concentration
d'azote dans les plantes stressées n'a jamais été réduite par rapport au témoin, de sorte que la
fixation de l'azote en cas de sécheresse n'est apparemment pas un facteur majeur limitant le
rendement. Dans les légumineuses, nous voyons cette discussion générale de la concurrence
entre les éviers végétatifs et les éviers reproducteurs. Une légére pénurie d'eau pendant la
floraison est favorable, car elle limite la croissance végétative permettant un indice de
rendement et de récolte aussi élevé que dans des conditions non limitatives en eau (Grashoff,
1990).
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Karamanos (1978) conclut a partir d'études de terrain qu'un stress léger peut en outre provoquer
un durcissement progressif d'une culture de féveroles, démontré par une réponse moindre a la
sécheresse future du nombre de feuilles et de la surface foliaire que s'il n'était pas durci. Un
stress antérieur peut, comme le montre Davies (1978), diminuer considérablement la sensibilité
des stomates a un stress réel. Ainsi, le durcissement a la sécheresse doit étre une caractéristique
qui améliore I'état de I'eau en période de sécheresse. Amede et al. (1999) et Link et al. (1999)
ont convenu de la corrélation entre une faible hauteur de plante et une tolérance élevée a la
sécheresse, de sorte que les selectionneurs peuvent choisir le modéle de hauteur de plante
héreditaire plus élevé comme indicateur des réactions de rendement. Un idéotype simple sous
drougth pourrait étre de type xéromorphe, avec de petites feuilles épaisses, des cuticules
épaisses, peu, de petits stomates. Pourtant, Nerkar et al. (1981) ont constaté qu'un type grand et
a grandes feuilles tel que Wierboon avec une transpiration élevée par surface foliaire et une
efficacité élevée de l'utilisation de l'eau serait caractéris¢é comme tolérant a la sécheresse.
Wierboon avait un taux de croissance élevé, un taux d'assimilation net élevé, et les auteurs
concluent a partir de leurs données que la sélection pour une efficacité supérieure de I'utilisation
de I'eau pourrait bien étre effectuée sous une irrigation adéquate ainsi que dans des conditions
de stress.

Les avis sont partagés quant a I'ajustement osmotique (Serraj & Sinclair, 2002)., basés sur des
expériences en serre, ont expliqué les différences génétiques évidentes entre I'accumulation de
soluté principalement par I'accumulation différentielle due a la perte d'eau différentielle et non
par la synthese active de soluté. Les auteurs concluent qu'il n'y avait pas de véritable ajustement
osmotique dans ce matériau. Semblable a Amede et al. (1999), Katerji et al.(2011) ont constaté
que le cv. Superaquadulce n'a pas répondu avec un ajustement osmotique au stress hydrique.
Balko (2005) s'accorde sur une faible capacité d'adaptation osmotique de la féverole. Pourtant,
une accumulation élevée de proline allait de pair avec une dépression a faible rendement due
au stress. H. R. Khan et al.(2010) doutent que la féve puisse activement ajuster la turgescence
et le potentiel osmotique en réponse a la sécheresse.

5.1. Variation des traits et adaptation aux conditions abiotiques

En tant gqu'ancienne culture domestiquée adaptée a une vaste gamme de latitudes et d'altitudes,
cultivée pendant les saisons d'hiver et de printemps, et ayant une diversité d'utilisations pour
I'alimentation humaine et animale, V. faba offre une énorme variabilité génétique a des fins de
reproduction. La sélection pour I'adaptation sur un large éventail d'environnements agro-
écologiques a conservé des genes déterminant la tolérance au stress biotique et abiotique,
l'efficacité de la fixation symbiotique de lI'azote, le potentiel de rendement et la composition des
semences. L'évaluation des collections de germoplasme ex situ des races cultivées (variétés
traditionnelles des agriculteurs) est essentielle a I'utilisation des ressources génétiques pour
I'amélioration des cultures (Maxted et al., 2000). Les données des passeports décrivant les sites
ou les races terrestres sont collectées et I'identification des espéces fournissent des données de
base sur les accessions dans les collections de germoplasme. Une grande valeur est ajoutée a
ces collections lorsque des données sur le stress agronomigue, biotique/abiotique, le rendement
ceréalier et la qualité sont disponibles pour les accessions individuelles, permettant aux
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sélectionneurs de mieux cibler et exploiter les ressources génétiques dans les programmes de
sélection végétale (Redden et al., 2007).

D'importants investissements dans la découverte de la variabilité génétique et également dans
I'activité d'élevage pour des caracteres d'intérét agronomique ont été réalisés pour la féverole a
la fin du XXe siécle dans les pays européens et également a I'lCARDA Syrie (Ambrose et al.,
2006; Bond et al., 1985; Duc, 1997; Link, 2006). Les determinismes cytoplasmiques et
nucléaires de la stérilité masculine, diverses architectures ou couleurs de fleurs et divers niveaux
d'autofertilité et d'attractivité pour les insectes pollinisateurs ont été décrits ; cela pourrait aider
a manipuler les niveaux de croisement (Duc, 1997; Link, 2006; Link et al., 1994).

Une grande diversité de précocité et de durée de floraison, d'architectures de tiges (longueur
entre-nceuds, ramification, croissance déterminée, tige raide) offrent la possibilité d'adapter la
culture a diverses pratiques agronomiques (par exemple, semis hiver/printemps, intercultures)
et zones climatiques. Des niveaux élevés de tolérance au gel ont été trouvés chez les races
terrestres francaises et allemandes (Arbaoui ef al., 2008; Arbaoui & Link, 2006) ; cela a été
utile pour I'¢levage de cultivars d'hiver, réduisant le stress de la sécheresse a la floraison grace
a une maturité plus précoce et augmentant les zones de culture vers des zones plus continentales.
Des génotypes tolérants a la sécheresse ont également été décrits - il s'agit d'une exigence
cruciale dans les régions méditerranéennes confrontées a un changement climatique important.
La variabilité¢ de l'activité de fixation de l'azote a été révélée pour certains génotypes ou
certaines interactions génotypes souche Rhi-Rhizobium (Duc et al., 1987; El-Sherbeeny et al.,
1977).

Les géniteurs de résistance ou de tolérance aux stress biotiques majeurs ont été examinés par
Duc(1997), Torres et al.(2006) et Link (2006). La résistance aux principaux champignons
pathogenes a été décrite (Botrytis fabae, Ascochytafabae, Uromycesviciae—fabae, Fusarium sp.,
Microsphoaerapennicillata, Erysiphepolygoni) et certains d'entre eux ont été utilisés dans des
programmes d'élevage. Il existe des niveaux modérés de résistance au virus du rouleau de
feuilles de haricot et au virus de la mosaique jaune de haricot. La tolérance au balai (Orobanche
crenataForsk.) a été identifiée, ce qui est précieux dans les programmes d'¢levage dédiés a la
zone méditerranéenne (Rubiales et al., 2006). V. faba peut étre infesté¢ par des nématodes
(Ditylenchusdipsaci), et quelques génotypes se sont révelés résistants (Caubel & Leclercq,
1989). Parmi les principaux ravageurs attaquant la culture de la féverole, une certaine résistance
partielle a Aphis fabae a été identifiée (Holt & Wratten, 1986) alors qu'aucune variabilité n'a été
décrite pour Sitonalineatus ou Bruchusrafinamus, bien que des résistances a des ravageurs
similaires aient été trouvées dans d'autres 1égumineuses (Redden et al., 2005; P. P. Sharma et
al.,2017; Stevenson et al., 2007).

Selon le génotype, le poids d'une seule graine varie de 0,2 a 2,6 g et une seule gousse porte 2 a
10 ovules. La composition de la graine est également variée pour la teneur en protéines, allant
de 25 a 37% de la matiére séche de la graine avec un héritage quantitatif, tandis que les
déterminations oligogéniques du caractére zéro tanin et des faibles teneurs en vicine et
convicine dans la graine ont été identifiées(Duc, 1997; Stevenson et al., 2007).
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5.2. Symbiose sous stress abiotique

Les légumineuses sont capables d'établir une symbiose intime avec les bactéries du sol qui
fixent 'azote, collectivement appelées rhizobiums. Cette interaction symbiotique entraine la
formation d'un organe unique, le nodule, ou le N 2 atmosphérique est réduit en ammonium sous
une forme différenciée des bactéries rhizobium (bactérioides) via une fixation symbiotique de
'azote (SNF). Cette N réduite est exportée du nodule vers la plante entiére, de sorte que la
plante obtient une source d'azote et que les bactéries sont fournies en échange avec des
photoassimilats. Pour qu'une interaction de symbiose réussie se produise, les exigences
environnementales des deux partenaires doivent étre satisfaites. Tout stress abiotique qui altére
les conditions du sol, comme la sécheresse, la température élevée, le sel ou l'acidité du sol,
affecte ¢galement la communauté microbienne du sol, compromettant ainsi l'interaction
symbiotique (Tate, 2000). En général, les rhizobiums sont plus tolérants au stress que leur hote
végétal respectif (Zahran, 1999), présentant différentes stratégies d'adaptation, y compris les
processus d'osmorégulation et d'entretien de I'homéostasie (Ghittoni & Bueno, 1996; Priefer et
al.,2001). Par exemple, (Dominguez-Ferreras, Munoz, et al., 2009; Dominguez-Ferreras, Soto,
et al., 2009) ont montré l'importance de I'absorption du potassium et du métabolisme du
tréhalose pour l'osmotolérance a Sinorhizobiummeliloti. D'autres réponses telles que la
modification de la morphologie cellulaire ou le patron polysaccharidique extracellulaire ont
¢galement été observées (Vriezen et al., 2007). Le réle du microsymbionte conférant une
tolérance au stress a ['hote a été démontré pour les souches de Sinorhizobium surproduisant des
cytokines (J. Xu et al., 2012). Cependant, la tolérance de I'héte 1égumineux détermine fortement
l'efficacité de l'interaction symbiotique dans des conditions de stress (Zahran, 1999). Les
différentes étapes de l'interaction plante-bactérie, du frisage des poils racinaires, de la
colonisation bactérienne, de la formation du fil infectieux et du développement des nodules sont
fortement réduites dans des conditions de stress, influengant le succes du processus de l'ans
(Zahran & Sprent, 1986). La réduction du taux d'ans a été décrite a la fois dans le modele (Gil-
Quintana et al., 2013; Larrainzar et al., 2009)et dans les 1égumineuses cultivées (Gil-Quintana
et al., 2013; Palma ef al., 2013) lorsqu'elles sont exposées a la sécheresse et aux stress salins.
Dans ce contexte, il convient de noter que les études sur L. japonicus, le modele génétique des
légumineuses formant des nodules déterminés, sont rares et que 1'état de l'art est principalement
basé sur le pois, le soja, le haricot commun (Phaseolus vulgaris) et M. truncatula. Malgré des
efforts de recherche considérables, le ou les mécanismes moléculaires responsables de
I'inhibition des ans restent largement inconnus. La complexité du processus des ans et
l'environnement particulier ou il se produit augmentent le nombre de facteurs possibles altérant
ce processus sous stress abiotique. Parmi eux, plusieurs facteurs inhibiteurs ont été proposés,
notamment la limitation de 1'oxygene, la pénurie de carbone et la régulation par le métabolisme
de l'azote. Bien que la sécheresse, a l'instar d'autres stress abiotiques, provoque une
augmentation de la résistance nodulaire a la diffusion de l'oxygéne (Durand et al., 1987),
I'augmentation de la concentration d'oxygeéne autour de la rhizosphere des nodules soumis a la
sécheresse ne rétablit pas complétement les taux d'ans, ce qui suggere que d'autres

des facteurs peuvent étre impliqués (Del Castillo L. D. & Layzell, 1995). Plusieurs études
réalisées sur des légumineuses a grains (c.-a-d. pois, soja, haricot commun) soumises a la
sécheresse ont montré que la réduction des taux d'ans était liée a une inhibition concomitante
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de l'activité¢ de la saccharose synthase, suivie d'une accumulation de saccharose et d'une
diminution du malate pour alimenter la respiration des bactérioides(Ramos et al., 1999).
Néanmoins, une cause différente a été suggérée pour la luzerne légumineuse fourragere
(Medicago sativa) (Naya et al., 2007) et M. truncatula (Larrainzar et al., 2009), car 'inhibition
du SNF s'est produite avant toute baisse mesurable du taux d'activité ou de la concentration des
enzymes du métabolisme du carbone des nodules. A cet égard, le niveau de malate n'a pas
montré de changements significatifs dans ces 1égumineuses fourrageres (Larrainzar ef al., 2009;
Naya et al., 2007), ce qui suggere qu'un mécanisme de régulation différent peut avoir lieu dans
les Iégumineuses fourrageres par rapport aux légumineuses a grains. En ce sens, une importante
accumulation d'acides aminés a été observée a 'origine chez M. sativa exposée au stress salin
(Fougere et al., 1991) et, plus récemment, Lopez-Gomez et al.(2012) ont identifi¢ plusieurs
osmoprotecteurs de nodules ayant un role putatif sur le stress salin chez L. japonicus par rapport
a M. truncatula. Dans les feuilles de 1égumineuses modéles et fourragéres du genre Lotus,
Sanchez ef al.(2012) ont noté la grande diversité des réponses entre les différentes espéces et
des similitudes partielles entre les métabolites sensibles au sel et a la sécheresse. Néanmoins,
les informations sont encore limitées et d'autres études sont nécessaires pour bien comprendre
le role du métabolisme du carbone sur la régulation des ans dans les différents modéles et
légumineuses cultivées.

6. Propriéetés nutritionnelles.

Dans de nombreux pays, seules dix-huit espéces de cette plante ont été largement cultivées.
Mais, globalement, plus de 80 especes différentes de V. faba ont été rapporté. Cette plante a été
largement cultivée par les agriculteurs car le rendement de la culture est plus élevé et elle peut
étre stockée pendant une longue période. Le transport est trés facile, ou les agriculteurs
obtiennent plus de bénéfices que toute autre culture. Pour les agriculteurs, indépendamment de
ces avantages commerciaux, la plante a la faculté de régler I'azote atmosphérique, ce qui
augmente finalement la fertilité du sol. Elle est également connue pour étre une culture couverte
car elle évite I'érosion du sol. En dehors de ceux-ci, la particularité de V. faba est son coft
économe et une bonne source de protéines. La teneur en protéines était équipollente a la teneur
en protéines de la viande et de la viande. Par conséquent, il est couramment verbalis€ comme
« la viande du pauvre » ( Macarulla et al., 2001). Dans la région méditerranéenne, en raison de
son rendement supérieur et de sa valeur nutritive, le fruit est un aliment riche en protéines pour
I'nomme et il est largement utilisé comme aliment pour animaux. En Egypte, V. faba est 'une
des cultures primordiales et elle est consommée par la population sous forme de giteaux, de
pate et de soupe (Hendawey & Younes, 2013).

Les données analytiques du fruit V. faba ont révélé que le fruit contient une valeur nutritionnelle
¢levée et qu'il est opulent en protéines, en glucides, en vitamines volutes, en acide folique, en
niacine et en vitamine C, en fibres alimentaires et en macro et micro nutriments. Principalement,
la partie miteuse du V. faba était opulente en glucides (51-68%), suivie des protéines (20-
41%) .Les fractions de protéines ont été isolées a partir des composants du V. faba, et il était
composé¢ de globulines (79%), d'albumines (7%) et de glutélines (7%). Les protéines ont été
extraites des graines de V. faba a l'aide de divers solvants. Parmi ceux-ci, un maximum de
92 % de protéines a été extrait de la graine par extraction alcaline. La ou, une plus petite quantité
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de teneurs antinutritionnelles comme la vicine et la covicine, l'activité anti-radicalaire de
I'ABTS, des teneurs élevées en lipides ont également été trouvées. De plus, des quantités
¢levées de polyphénols étaient abondantes dans 1'extraction de I'hexane (Vioque et al., 2012).
Les graines étaient riches en polyphénols (PASTOR-CAVADA et al.,2011). Outre la nutrition
majeure, des micronutriments étaient également présents dans le fruit. Les minéraux
conséquents €taient tels que Ca, P, K, Mg, Na, S, Al, B, Ba, Co, Cr, Cu, Fe, Ga, Li, Mn, Ni, Pb,
Sr, Zn. Ces données de V. faba sont une désignation que V. faba était un régime opulent pour la
consommation des humains et ainsi que pour les animaux (Giménez et al., 2012; R. Yang et al.,
2011). L'amélioration sera plus bénéfique dans les cas comme la maladie de Parkinson.
Récemment, 134 composés bioactifs étaient des composés biologiquement — actifs
nouvellement identifiés. C'est une découverte importante qui peut également avoir un impact
sur la nutrition et la médecine (M. A. Ibrahim et al., 2017).

Les aspects nutritionnels ont également été confiés aux régions, au temps de germination et a
la variété. Dans une étude récente, de nombreuses variations du contenu nutritionnel ont été
observées dans les caractéristiques des graines, les propriétés phénoliques, phytates, phytases
et antioxydantes de treize féves a faible teneur en tanin. Ces génotypes n'ont été trouvés qu'a
deux endroits dans le centre-nord de 1'Alberta. En détail, I'analyse des données multivariées a
¢été réalisée en utilisant 1'analyse en composantes principales (ACP) sur 19 composantes de V.
faba. Cette analyse a montré une composante phénolique élevée, qui était relativement
identique a la quantité¢ de tanin, une activité phytase élevée et une faible teneur en acide
phytique (Oomabh ef al., 2011). Alors que les graines en germination de V. faba contiennent une
activité phytase élevée. La teneur en phytase de V. faba était plus élevée que celle d'autres
céréales telles que le blé, I'orge et I'épeautre (Greiner & Jany, 1997).

Les niveaux de lipides biologiquement importants étaient abondants dans les graines de V. faba.
Les huiles de graines se sont avérées opulentes en teneur lipidique totale (2,30 a 3,91%). Alors
que des acides adipeux saturés comme l'acide pamitique, 1'acide stéarique et les acides adipeux
insaturés myristiques, pentadécanoiques, arachidiques, béhéniques, oléiques, linoléiques et
linoléniques étaient présents. Les valeurs de teneur élevée en lipides étaient utilisables pour
générer des calories a haute énergie pour les humains (Akpinar et al., 2001).

6. Propriétés antioxydantes

Les antioxydants jouent un role tres crucial chez 'homme, qui engloutit les radicaux libres et
protege de diverses maladies (H. Saha et al., 2015). Le fruit V. faba enrichi en antioxydants et
ces antioxydants diffusent les radicaux libres réactifs de I'oxygene en I'engloutissant. Dans une
¢tude, la forme la plus pure de composés polyphénoliques a été isolée de V. faba afin d'évaluer
ses propriétés chimio-préventives contre les topoisomérases. Alors que, l'effet de neuf
composés polyphénoliques a été évalué¢, parmi neuf composés polyphénoliques, peu de
composés inhibaient toutes les activités enzymatiques et certains des composés inhibaient une
enzyme catégorique parmi les topoisomérases de germes de bl¢ (IC 50 :120-350 png), la
topoisomérase humaine (IC 50: 110-260 pg) et la topoisomérase humaine (IC 50 : 240-600).
Cette faculté d'inhibition des topoisomérases par les composés polyphénoliques de V. faba
indique son potentiel en tant qu'agent anticancéreux (Tselepi et al., 2011).
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L'activité antioxydante phénolique et la 1évo-dihydroxy phénylalanine (L-DOPA) présentes
dans les graines de V. faba peuvent étre stimulées en le s exposant a une courte impulsion
de micro-ondes ainsi qu'a un stress thermique. Dans une étude, Les teneurs phénoliques, la
glucose-6-phosphate déshydrogénase, la gaiacol peroxydase, la superoxyde dismutase étaient
augmentées, lorsque les graines étaient exposées a de courtes pluses de micro-ondes avec
un stress thermique pendant huit jours. En intégration, une augmentation de 59% de la L-
DOPA, une augmentation de 700% du contenu phénolique ont été observées (Randhir & Shetty,
2003). La L-Dopa est un composant majeur des médicaments, qui est utilisé pour traiter
la maladie de Parkinson. Par conséquent, V. faba peut étre recommandé comme complément
alimentaire majeur pour les personnes atteintes de la maladie de Parkinson ((H. Ray &
Georges, 2010). En outre, la synthése de L-DOPA par la voie du pentose phosphate peut étre
améliorée dans les pousses de V. faba par des éliciteurs comme H202, I'acide ascorbique, la
poudre de jus de canneberge, l'acide ellagique et 'acide rosmarinique(Randhir et al., 2006;
Randhir & Shetty, 2007; Vattem et al., 2005). L'amélioration sera plus bénéfique dans les cas
comme la maladie de Parkinson(Khazdair et al., 2021).
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1. Introduction

La salinité excessivedans le sol est I'un des principaux facteurs qui limitent la propagation des
plantes dans leurs habitats naturels.C'est un probléme toujours croissant dans les régions arides
et semi-arides (Shannon & Grieve, 1998). Fischer & Turner (1978)estiment que les terres arides
et semi-arides représentent environ 40 % de la superficie de la terre. Les stress abiotiques tels
que la salinité, la sécheresse et les températures élevées ont des effets indésirables sur la
productivité et la qualité des cultures, ainsi que des tendances négatives en maticre d'agriculture
durable (Shrivastava & Kumar, 2015). La salinité en particulier est un facteur limitant
important, provoquant un faible rendement avec une qualit¢ inférieure. Le changement
climatique est considéré comme 1'un des principaux facteurs contribuant a la salinisation des
sols, conduisant a la dégradation des terres et a la désertification (Rogel et al., 2013). Un défi
majeur pour l'agriculture mondiale implique la production de 70% de cultures vivriéres
supplémentaires pour 2,3 milliards de personnes supplémentaires d'ici 2050 dans le monde
(Faostat, 2009). La salinité est un stress majeur limitant 1'augmentation de la demande de
cultures vivrieres. Plus de 20 % des terres cultivées dans le monde (environ 45 hectares) sont
affectées par le stress salin et la quantité augmente de jour en jour. Les plantes sur la base de
1'évolution adaptative peuvent étre classées grossierement en deux grands types : les halophytes
(qui peuvent résister a la salinité) et les glycophytes (qui ne peuvent pas résister a la salinité et
éventuellement mourir). La majorité des principales espéces cultivées appartiennent a cette
deuxieme catégorie. Ainsi, la salinité est 1'un des stress environnementaux les plus brutaux qui
entravent la productivité des cultures dans le monde (Flowers, 2004; Munns & Tester, 2008).
Le stress salin implique des changements dans divers processus physiologiques et
métaboliques, en fonction de la gravité et de la durée du stress, et inhibe finalement la
production végétale (James et al., 2011; Rozema & Flowers, 2008).

Selon Flowers et al.(1997), une forte concentration de sel est responsable d'impacts négatifs sur
7% de la surface totale des terres et 5% des terres cultivées. La mauvaise qualité de 1'eau
d'irrigation est un autre facteur important contribuant a la salinisation du sol (Rubio et al., 2010).
Pour ces raisons, la salinisation du sol est une cause majeure de réduction de la productivité des
terres irriguées et pluviales du monde (Ghassemi ef al., 1995; Shahid et al., 2020). La propriété
de tolérance a la salinité n'est pas un attribut simple, mais elle est le résultat de diverses
caractéristiques qui dépendent de différentes interactions physiologiques, qui sont difficiles a
déterminer. L'aspect morphologique présenté par la plante en réponse a la salinité peut ne pas
étre suffisant pour déterminer son effet, il est donc important de reconnaitre d'autres facteurs
physiologiques et biochimiques, notamment les ions toxiques, le potentiel osmotique, le
manque d'é¢léments et d'autres troubles physiologiques et chimiques, ainsi que les interactions
entre ces divers stress (Hasegawa et al., 2000; Munns, 2002; Neumann, 1997).

Les traits complexes, tels que les tolérances au stress abiotique, sont difficiles a sélectionner
pour l'utilisation de la sélection classique. Par conséquent, une approche prometteuse consiste
a intégrer les traits de tolérance a la sécheresse/au sel par le biais du génie génétique dans les
variétés existantes afin d'améliorer la tolérance a la sécheresse/au sel. Les génes porteurs de ces
traits sont maintenant en ligne et, appliqués conjointement avec la sélection traditionnelle,
peuvent offrir aux agriculteurs de nouvelles variétés durables capables de répondre a des
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conditions de disponibilité limitée en eau. L'ingénierie des plantes cultivées tolérantes a la
sécheresse/au sel est un objectif de longue date et intensément recherché. Un large éventail de
geénes codant pour différentes protéines structurelles et régulatrices ont été rapportés et/ou ont
été¢ utilisés au cours des dernieres décennies pour développer des plantes transgéniques
tolérantes au stress abiotique (Bhatnagar-Mathur et al., 2008).

Une forte concentration d'ions Na et Cl, par exemple, peut conduire a des processus
biochimiques qui peuvent s'avérer mortels pour les plantes (Flowers et al., 2015; J.-K. Zhu,
2000). La toxicité¢ du sodium et du chlorure induit non seulement des troubles nutritionnels,
mais provoque €¢galement une sécheresse physiologique en réduisant le potentiel osmotique des
solutions du sol (A. Khan et al., 2023). La salinité du sol empéche la plante d'absorber I'eau du
sol, ce qui entraine une diminution de I'eau cellulaire, affectant ainsi la turgescence cellulaire.
La salinité¢ du sol affecte également négativement l'activité photosynthétique de la plante et
encourage la production d'especes réactives de 1'oxygeéne (ROS), réduisant ainsi la croissance
des plantes (N. Khan & Bano, 2015). Une concentration élevée de Na + inhibe I'absorption des
ions K +, ce qui est un élément essentiel pour la croissance et le développement qui entraine
une baisse de la productivité et peut méme entrainer la mort (James et al., 2011). En réponse au
stress salin, la production de ROS, tels que 'oxygene singulet, le superoxyde, le radical
hydroxyle et le peroxyde d'hydrogéne, est augmentée (Apel & Hirt, 2004). La formation de
ROS induite par la salinité¢ peut entrainer des dommages oxydatifs dans divers composants
cellulaires tels que les protéines, les lipides et I'ADN, interrompant les fonctions cellulaires
vitales des plantes. L'influence néfaste de la salinité sur le nombre de feuilles augmente
¢galement avec l'augmentation de la concentration(Gama et al., 2007; Ha et al., 2008; Jamil et
al., 2005; Raul et al., 2021).De nombreuses €tudes ont montré que les poids frais et sec du
systeme de pousses sont affectés, négativement ou positivement, par des changements dans la
concentration de salinité, le type de sel présent ou le type d'espéces végétales (Jamil et al., 2005;
Memon et al., 2010; Rahimi et al., 2018; Saffan, 2008; Taffouo et al., 2010; Turan et al.,
2009).Des changements dans les relations de I'eau des plantes stressées par la salinité peuvent
étre observés dans certaines études qui confirment que de nombreuses plantes subissent une
régulation osmotique lorsqu'elles sont exposées au stress salin en augmentant la négativité du
potentiel osmotique de la seve foliaire (Gama et al., 2007, 2009; Kaymakanova, 2009;
Kaymakanova & Stoeva, 2008; Rodriguez et al., 1997).

2. Les effets du stress salin

2.1. Sur la germination :

Le stress salin a un impact significatif sur la germination des graines dans diverses especes
végétales. Des études ont indiqué que le stress salin peut entrainer une diminution du
pourcentage de germination et de la vitesse des graines (Gorai & Neffati, 2007). L'effet
inhibiteur de la salinité sur la germination des graines est souvent associé¢ a l'induction de la
synthése de I'ABA, ce qui peut entraver le processus de germination (Li ef al., 2016). De plus,
le stress salin affecte la germination des graines par des effets osmotiques et ioniques, ce qui
peut retarder ou réduire la germination (J. Lin et al., 2011). Des niveaux ¢levés de stress salin
ont ét¢ trouvés pour inhiber la germination des graines, tandis que des niveaux plus faibles
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peuvent induire la dormance (Papastylianou et al., 2018). En outre, I'impact de la salinité sur la
germination des graines peut étre influencé par des facteurs tels que la température.Les effets
négatifs de la salinité¢ sur la germination des graines sont moins graves a des températures
optimales, suggérant une interaction potentielle entre la salinité et la température pour affecter
la germination ( Zhang, et al., 2021). De plus, la présence de sels spécifiques dans la
composition du sol peut avoir des effets variables sur la germination des graines, les chlorures
étant plus nocifs que les sulfates (Belovolova, 2020). L'amorcage des graines a ét¢ identifié
comme une stratégie potentielle pour atténuer les effets du stress salin sur la germination. Des
¢tudes ont montré que l'amorcage des graines avec des substances comme le chlorure de
calcium peut améliorer les pourcentages de germination dans des conditions de stress salin
(Mohanrao et al., 2023). De plus, l'utilisation de régulateurs de croissance comme l'acide
gibbérellique et 1'acide salicylique a été trouvée pour améliorer la germination sous stress salin,
indiquant le potentiel des traitements hormonaux pour atténuer les impacts négatifs de la salinité
sur la germination des graines (Sahil, 2016).

2.2. Sur la production biomasse

Le stress salin a été identifié comme un facteur important affectant la production de biomasse
chez diverses especes végétales. Des études ont montré que l'augmentation des niveaux de
salinité peut entrainer une réduction de la biomasse des pousses, de la longueur des racines, du
rendement des tubercules, du taux de photosynthése, de la conductance stomatique et du
potentiel hydrique des feuilles, tout en augmentant la concentration d'acide abscissique (Akhtar
et al., 2015). L'impact de la salinité sur la production de biomasse a ét¢ observé sur différents
types de plantes, y compris les graminées bioénergétiques comme Miscanthus X giganteus, ou
une diminution progressive de la biomasse seche a été observée avec des niveaux de salinité
croissants (Stavridou et al., 2016). En outre, le stress salin avait un impact négatif sur la
production de biomasse dans des cultures comme 1'orge, les modeles indiquant une diminution
de la production de biomasse attendue par rapport aux conditions non salines (Hammami ef al.,
2020). Le stress salin peut également affecter la production de biomasse de cultures sensibles
au sel telles que les haricots, en particulier dans des régions comme le sud de la Floride ou les
sols salins sont répandus (Garcia et al., 2019). En outre, la combinaison de la salinit¢ avec
d'autres facteurs de stress tels que la sécheresse et les températures élevées réduit davantage la
biomasse végétale et le rendement en céréales (Abbas et al., 2023). L'atténuation des effets de
la salinité sur la production de biomasse a été explorée a travers diverses approches. Par
exemple, I'application de biochar atténue le stress salin dans des cultures comme la pomme de
terre, ce qui améliore la biomasse et le rendement des pousses dans des conditions salines
(Akhtar et al., 2015). De méme, l'utilisation de régulateurs de croissance comme l'acide
salicylique augmentait la biomasse dans des conditions non salines (Wasti et al., 2022).

2.3. Sur Pinhibition de la croissance des racines.

Comme mentionné ci-dessus, les plantes ont développé des stratégies pour coordonner les
signaux hormonaux afin de moduler dynamiquement leur croissance spatiale et de remodeler
leur architecture en réponse aux changements environnementaux. Les racines sont les organes
de premiére ligne en contact avec le sel dans le sol, et elles doivent s'adapter afin de maintenir
la croissance et 1'absorption des nutriments et de 1'eau. Le stress salin réduit généralement la
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masse racinaire et modifie la distribution des différents composants de l'architecture du systéme
racinaire, affectant différemment le taux de croissance de la racine principale et des racines
latérales et inhibant la formation de racines latérales. Des plates-formes de phénotypage
automatisées ont été développées pour les systémes d'imagerie en deux et trois dimensions,
permettant la capture de la croissance dynamique des racines en réponse a des facteurs
environnementaux (Julkowska et al., 2014; Morris et al., 2017; Rellan-Alvarez et al., 2015).

L'inhibition par le sel des racines principales et latérales a été observée apres 4 a 8 jours
(Julkowska et al., 2014; Pfister et al., 2014). Le sel réduit 1'élongation latérale des racines chez
Arabidopsis Col-0, mais ne semble pas affecter la densité latérale des racines lorsqu'il est
observé macroscopiquement, en comptant les racines latérales émergées (Julkowska et al.,
2014). Pourtant, le développement des racines latérales est partiellement bloqué par le stress
salin aux stades de développement V—VI juste avant I'émergence (Duan et al., 2015;
McLoughlin ef al., 2012). La croissance des racines latérales est modulée principalement par
I'auxine (Lavenus et al., 2013) . Les FRA sont des médiateurs cruciaux pour le développement
des racines latérales en réponse aux facteurs de stress abiotiques, y compris le sel. A titre
d'exemple, 'ARF4 post transcriptionnellement ciblé par le microARN390 est impliqué dans le
développement des racines latérales sous sel chez le peuplier, tandis que I'ARF7 est SUMOyl¢é
post-traductionnellement sur le coté sec des racines d'Arabidopsis (He et al., 2018; Orosa-
Puente et al., 2018). La SUMOylation affecte négativement 1'activité de liaison de I'ADN
d'ARF7 au promoteur de la LBDI16, affectant l'initiation latérale des racines lors de
I'hydropatterning(Orosa-Puente et al., 2018). Bien qu'il ait été rapporté que la SUMOylation
affecte également les réponses salines (Conti et al., 2008), son rdle dans l'architecture racinaire
affectée par le sel est inconnu. Outre l'auxine, la signalisation de I'ABA endodermique est
nécessaire pour la quiescence de la croissance des racines latérales induite par le sel (Duan et
al., 2015). Une ¢étude a montré¢ que la voie de signalisation centrale ABA-
SnRK2.2/SnRK2.3/SnRK2.6 favorise la quiescence de la croissance des racines latérales
induite par le traitement ABA (Y. Zhao et al., 2014). Fait intéressant, la méme étude a montré
que PYLS favorise la récupération de la croissance des racines latérales en interagissant avec
MYB77 pour améliorer la signalisation de 'auxine et que 'auxine est capable de restaurer le
phénotype des racines latérales des mutants knock-out de pyl8. D'autre part, la SnRK2.10
indépendante de I'ABA affecte 1'émergence des racines latérales sous le sel, probablement via
la voie de signalisation PA (McLoughlin ef al., 2012). Bien que l'influence du sel sur les
différents stades de développement des primordiums racinaires latéraux soit encore largement
inconnue, ces données suggerent une interaction entre I'ABA et 1'auxine dans la médiation de
la modulation de la croissance des racines latérales par le sel.

Le phénotypage de I'architecture du systéme racinaire de 31 accessions Arabidopsis différentes
sous Salt a révélé une variation naturelle dans 1'équilibre de la croissance entre les racines
primaires et latérales. Par exemple, certaines accessions présentent une plus grande réduction
de l'allongement de la racine primaire que de I'allongement de la racine latérale ainsi que des
changements dans le nombre de racines latérales, tandis que d'autres réagissent de manicre
similaire en termes de réduction de la longueur de la racine primaire, de la longueur de la racine
latérale et de l'altération du nombre de racines latérales. Ces différentes stratégies d'architecture
du systéme racinaire en réponse au sel sont associées en partie a des différences de sensibilité
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a I'ABA et de rapport Na+ /K+ de shoot (Julkowska et al., 2014). En outre, les GWAS ont
exploité la variation naturelle du remodelage de l'architecture racinaire sous les réponses salines
et halotropes a la salinité pour découvrir les controles génétiques sous-jacents aux réponses
racinaires (Deolu-Ajayi et al., 2019; Julkowska et al., 2017; Kawa et al., 2016). A ce jour, peu
d'études se sont concentrées sur les cultures, et beaucoup peut encore étre appris de la variation

interspécifique entre les réponses architecturales au sel et a d'autres stress abiotiques (Koevoets
etal., 2016).

2.4. Intensitéphotosynthétique.

Le stress salin a une influence énorme sur l'intensité photosynthétique chez les plantes. Des
¢tudes ont indiqué que 1'exposition a des niveaux de salinité élevés peut entrainer une réduction
de l'efficacité et de l'activité photosynthétiques. Par exemple, des recherches sur les plants de
XanthocerassorbifoliumBunge ont démontré que si de faibles concentrations de NaCl
induisaient une augmentation de la capacité photosynthétique, I'exposition a haute intensité a la
salinité¢ entrainait une diminution de l'efficacité photosynthétique (J. Zong et al., 2021). De
méme, chez les semis de Robiniapseudoacacia L., des prétraitements avec 24-epiBL ont permis
d'atténuer les limitations de la capacité photosynthétique induites par le stress, comme en
témoignent les niveaux ¢levés de fluorescence et de pigment de la chlorophylle (J. Yue et al.,
2018). De plus, I'impact de la salinité sur la photosynthése a été observé chez diverses especes
végétales. La salinité affecte considérablement la photosynthése chez les plants d'avocat
(Berkessa, 2020). Dans les arbres Liquidambar styraciflua L., la sécheresse et le stress salin ont
diminué de maniére significative la photosynthése, la transpiration et la conductance
stomatique, tout en augmentant l'extinction non photochimique (Baraldi et al., 2019). De plus,
chez Miscanthus x giganteus, la salinité a réduit 1'activité et la régénération de la carboxylase
PEP, entrainant une réduction significative du taux d'assimilation du carbone et de la production
de biomasse (Stavridou et al., 2020). Des stratégies d'atténuation ont été explorées pour contrer
les effets négatifs de la salinité sur la photosynthése. Par exemple, 1'application de mélatonine
régulait a la hausse I'expression des geénes liés a la photosynthése et aux activités antioxydantes
dans Limonium bicolor, améliorant ainsi les capacités photosynthétiques et antioxydantes dans
des conditions de stress salin (J. Li et al., 2022). De plus, les ascorbates améliorent les impacts
négatifs de la salinité sur la photosynthése chez les plantes Phaseolus vulgaris L. (Hamed &
AbdFElgawad, 2018).

En plus de la réaffectation des ressources pour l'ajustement osmotique, une diminution de la
photosynthese réduit les ressources disponibles et donc la croissance en réponse au sel. La
fermeture des stomates réduit la quantit¢ de CO, disponible pour la fixation, bien que
I'augmentation de la concentration de COzne puisse récupérer que partiellement le taux de
photosyntheése (Cheeseman, 2013). Ce résultat suggere qu'il existe également un effet ionique,
ou du moins un effet indépendant de la fermeture stomatique, du sodium sur la photosynthese.
L'activité des enzymes fixant le CO2diminue lors du stress salin, et il est intéressant de noter
que la tolérance de ces enzymes au Na+ in vitro différe selon les especes (Bose et al., 2017),
bien que la pertinence de cette observation pour la capacité photosynthétique in planta n'ait pas
¢té abordée. La force motrice protonique nécessaire a la production d'énergie dans les
chloroplastes dépend d'une coordination étroite entre les changements de pH et de potentiel
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¢lectrique sur les membranes thylakoides (Bose et al., 2017). Les ions sodium peuvent perturber
cet équilibre en raison de leur charge positive et de leur effet sur le pH. Les canaux ioniques et
les transporteurs ayant un role potentiel dans le maintien de la fonction des chloroplastes
pendant le stress salin ont récemment ét¢ examinés (Bose ef al., 2017). Par exemple, un mutant
dépourvu de K+ Efflux Antiporter 1 (KEA1) et KEA2 localisés dans les chloroplastes montre
une diminution de la capacité photosynthétique, et I'application de sodium peut sauver ce
phénotype. En outre, les chloroplastes produisent des signaux rétrogrades pour communiquer
le statut chloroplastique, affectant les voies de signalisation pertinentes pour les réponses au
stress salin. Dans l'ensemble, le Na+ influence la photosynthése en perturbant la force motrice
des protons et la fonction des chloroplastes et en interférant avec les enzymes fixant le
CO(Crawford et al., 2018).

En outre, le stress salin affecte la photosynthése en affectant les substances apparentées, en
particulier les enzymes et les protéines structurelles impliquées dans I'absorption de 1'énergie
lumineuse, le transfert d'électrons photosynthétiques et la fixation du CO2. Gao et al. (2016)ont
constaté que la glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PDH) a une relation étroite avec le
processus photosynthétique. Ils ont émis 1'hypothése qu'il pourrait fournir du NADPH pour le
flux d'électrons circulant autour du psi sous stress salin chez Physcomitrella patens(S. Gao et
al.,2016). Le stress salin altere la fonction du complexe dégageant de I'oxygene (Ji et al., 2018),
entrave le transfert d'électrons de la plastoquinone A (QA) a la plastoquinone B (QB) et altére
la fonction du complexe pigment-protéine sur la membrane thylakoide (Ioannidis ef al., 2006),
ce qui entraine une diminution de l'efficacité du transfert d'électrons. Le rubisco, en tant
qu'enzyme limitant la vitesse de la photosynthése, est également affecté par le stress salin. Le
stress salin réduit 'activité de Rubisco et restreint la régénération du ribulose-1,5-bisphosphate
(RuBP), réduisant ainsi l'absorption et l'utilisation du CO2 par les plantes (S. Shu et al., 2014).
En conclusion, des études antérieures ont montré que le stress salin entrave la photosynthése
des plantes intolérantes au sel par des restrictions stomatiques et des restrictions non
stomatiques.

2.5. Sur Pactivité anti-oxydante

Le stress salin a un impact significatif sur l'activité antioxydante des plantes en induisant un
stress oxydatif et en perturbant 'équilibre redox cellulaire. L'exposition a des niveaux de salinité
élevés peut entrainer une augmentation du stress oxydatif, entrainant la génération d'especes
réactives de l'oxygene (ROS) et des dommages ultérieurs aux composants cellulaires.
Recherche sur Pennisetum glaucum (L.) Les génotypes R. Br. ont montré que le stress oxydatif
et la peroxydation membranaire dans des conditions de salinité et de sécheresse peuvent affecter
la viabilité des semis, entrainant une diminution de la biosynthése de la chlorophylle et des
caroténoides (Toderich et al., 2018). De méme, des études sur les plantes de quinoa et de pois
chiches irriguées avec de 1'eau saline ont démontré que le stress salin peut avoir un impact sur
le taux de semis et la conductance stomatique, perturbant potentiellement les mécanismes de
défense antioxydants (Hirich ef al., 2014). Diverses espéces végétales ont montré une
modification de la distribution des ions et des propriétés de croissance sous stress salin, affectant
les activités enzymatiques antioxydantes dans les génotypes de blé panifiable (Rahnama et al.,
2011). De plus, chez les plantes Phragmites karka dans des conditions de salinité et de
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sécheresse, la production de biomasse et le rendement en éthanol se sont avérés liés a une
photosynthése optimale, suggérant un role pour une activité photosynthétique efficace dans
'amélioration des réponses antioxydantes (Abideen et al., 2022). Des stratégies d'atténuation
ont été explorées pour contrer les effets négatifs de la salinité sur l'activité antioxydante. Par
exemple, l'application de silicium s'est avérée améliorer le stress salin et le rendement du blé
en renforcant les activités enzymatiques antioxydantes (M. Ibrahim et al., 2016). De plus, la
réponse des plantes d'4loe veraa des niveaux de salinité et de sodicité appropriés a indiqué un
impact toxique sur la réduction de la croissance, soulignant lI'importance de maintenir des
défenses antioxydantes optimales dans des conditions salines (Ullah et al., 2018). Les plantes
déclanchent des mécanismes face au stress oxidative induit par la salinité :

2.5.1. Récupération des espéces réactives de I'oxygéne (ROS).

Au cours du processus métabolique, I'oxygene sera activé en ROS radicaux libres et en ROS
non radicaux. Les radicaux libres comprennent généralement le radical superoxyde (O ), le
radical hydroxyle (OH¢) et le radical alcoxyle (RO *), tandis que les non-radicaux comprennent
généralement le peroxyde d'hydrogene (H20z) et I'oxygene singulet (102) (Mittler, 2017). En
tant que sous-produits du métabolisme aérobie, les ROS sont générés naturellement dans les
plantes. Dans des conditions normales, il existe un équilibre entre la production et le piégeage
des ROS maintenus par I'action du systeme de défense antioxydant au sein des plantes. Dans le
méme temps, les ERO sont également des signaux qui régulent de nombreux processus
biologiques importants. En particulier, ils peuvent étre utilisés comme molécules de
signalisation des blessures pour induire une réponse des plantes au stress (Baxter et al., 2014).
Cependant, lorsqu'elle est exposée a un environnement stressant, la surgénération de ROS
perturbe I'équilibre entre I'accumulation de ROS et le piégeage, provoguant des dommages
oxydatifs des cellules (Miller et al., 2008). Dans I'évolution a long terme des plantes, ils ont
développé un réseau de défense antioxydant a multiples facettes pour réduire la surgénération
des ROS sous différents stress abiotiques. Le systeme de défense antioxydant se compose de
deux types d'antioxydants différents, a savoir les antioxydants enzymatiques (SOD, superoxyde
dismutase ; CAT, catalase; POD, peroxydases; APX, ascorbate peroxydase; MDHAR,
monodéshydroascorbate réductase ; DHAR, déhydroascorbate réductase ; GR, glutathion
réductase ; GPX, glutathion peroxydase ; GST, glutathion S-transférase) et les antioxydants non
enzymatiques (AsA, acide ascorbique ; GSH, glutathion ; CAR, caroténoides ; a-tocophérol ;
certains alcaloides ; certains flavonoides) (Bose et al., 2014).

2.5.2. Polyphénols

La littérature a énormément rapportél’impact de stress salin sur la production de composés
polyphénoliques chez les plantes, affectant divers processus physiologiques et biochimiques.
La recherche a démontré que le stress salin peut entrainer des changements dans la synthese et
l'accumulation de polyphénols dans les tissus végétaux. Par exemple, des études sur des plantes
médicinales comme Glycyrrhizaglabra L. ont révélé des altérations de la photosynthése et de
la fluorescence de la chlorophylle dans des conditions de stress salin, soulignant I'influence de
la salinité sur la production de métabolites secondaires tels que les polyphénols Mousavi ef al.
(2022). De plus, le stress salin influence la synthése des composants pigmentaires chez des
halophytes comme SalicorniaprostrataPall. et SuaedaprostrataPall. subsP.prostrata, entrainant

48



Chapitre 3 :Plante et stress salin , Réponses et mécanismes de tolérance

des variations de la teneur en chlorophylle et en caroténoides (Akcin & Yal¢in, 2015). De plus,
I'impact de la salinité sur l'activité antioxydante des plantes est étroitement associ¢ a la
régulation des composés polyphénoliques. Le stress salin déclenche un stress oxydatif chez les
plantes, entrainant la génération d'espéces réactives de l'oxygéne (ROS) et des dommages
ultérieurs aux composants cellulaires. Les polyphénols, connus pour leurs propriétés
antioxydantes, jouent un rdle vital dans 1'élimination des ROS et la protection des cellules
végétales contre les dommages oxydatifs dans des conditions de stress salin. Des études ont
indiqué que l'application de composés comme la glycinebétaine peut ajuster les activités des
antioxydants chez les plantes de mais confrontées au stress salin, soulignant I'importance des
antioxydants dans l'atténuation des effets de la salinité sur la physiologie des plantes (Nawaz &
Ashraf, 2010). De plus, la relation symbiotique entre les plantes et les champignons
mycorhiziens arbusculaires (FMA) a un impact sur la capacité photosynthétique et les systemes
de défense antioxydants chez les plantes de mais soumises a un stress salin. La colonisation par
I'"AMF améliore la tolérance au sel chez le mais en atténuant le stress oxydatif et les dommages
membranaires, améliorant ainsi les performances photosynthétiques et les réponses
antioxydantes chez les plantes exposées au stress salin (H. Wang et al., 2020).

2.5.3. Flavnoides

Le stress salin affecte de maniére significative la production de composés flavonoides chez les
plantes, influengant divers processus physiologiques et biochimiques. Recherche sur Pegagan
(Centellaasiatica (L.) Urban) a montré des changements dans le composé phénolique, la teneur
totale en flavonoides et I'activité antioxydante dans des conditions de stress salin NaCl(Hanifah
& Purwestri, 2021). Les flavonoides jouent un réle protecteur contre le stress salin en protégeant
les plantes du rayonnement UV-B (Chowdhary et al., 2022). Des études sur Ocimum basilicum
L., Artemisia annua et BrassicaJuncea ont démontré que l'application exogeéne de traitements
au sélénium peut augmenter les composés phénoliques, les flavonoides et les anthocyanes,
indiquant un impact positif sur la production de métabolites secondaires sous stress salin
(Ghanbari et al., 2023). De plus, la recherche sur /'Echinacée purpurea cultivée a divers niveaux
de salinité a révélé des changements dans les caractéristiques morphologiques et I'accumulation
de flavonoides en réponse au stress salin (Choirunnisa et al., 2021). Des stratégies d'atténuation
ont été explorées pour contrer les effets de la salinité sur les composés flavonoides chez les
plantes. Par exemple, 1'application foliaire de nano-zinc et de fer s'est avérée augmenter les
composés phénoliques totaux et la teneur totale en flavonoides dans les plantes
Rosmarinusofficinalis soumises a un stress salin (Hassanpouraghdam et al., 2019). De plus,
L'application d'oxyde nitrique influence la synthése des acides phénoliques et des flavonoides
chez Brassicanapus sous stress salin (Rezayian & Zarinkamar, 2023).

2.6. Sur le bilannutritif

La croissance des plantes en absence de salinité est généralement représentée par la « courbe
dose-réponse généralisée » (Berry & Wallace, 1981)par rapport aux concentrations d'é¢léments
nutritifs essentiels dans le milieu racinaire. La croissance des plantes sous des niveaux sous-
optimaux de nutriments autour de la zone racinaire peut étre entravée en raison d'une déficacité
ou d'une toxicité induite par les nutriments. La difficulté de l'acquisition des nutriments
minéraux dans des conditions de stress salin peut étre attribuée de maniere prédominante a la
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réduction de la disponibilité des nutriments en raison de la concurrence avec les majorions
(Natet Cl-). Une telle interaction entraine fréquemment des déficiences en Ca2+, K+ et Mg2+
(Grattan & Grieve, 1992). La relation entre le stress salin et les nutriments minéraux essentiels
tels que l'azote, le phosphore et le potassium est complexe. L'azote est un élément minéral
essentiel et un constituant des composants cellulaires des plantes. Dans des conditions salines,
une absorption et une accumulation accrues de Cl— peuvent diminuer I'absorption totale d'azote
par la pousse en raison de l'antagonisme Cl— /NO3— (Munns & Termaat, 1986). Le stress salin
affecte également I'absorption du phosphore, qui est nécessaire a la photosynthése, au stockage
et au transfert d'énergie. Lorsque le sol contient du CI - et du SO42— excessifs, 'absorption de
phosphore est réduite, probablement en raison de la force ionique élevée du milieu et de la
faible solubilité des minéraux Ca + P. Le potassium est un soluté inorganique vital nécessaire a
la synthése des protéines et aux relations avec I'eau. Dans des conditions salines, il existe une
concurrence intense entre K+ et Na +. L'équilibre cellulaire entre le sodium et le potassium est
essentiel a la survie des plantes dans les sols salins. Cependant, ils ont tous deux une similitude
moléculaire, ce qui provoque le remplacement du potassium par du sodium méme s'il ne peut
pas prendre en charge la fonction du potassium dans les processus cellulaires. Une
concentration accrue de Na+ diminue les concentrations de K+ et de Ca 2+, car Na+ et K+ sont
en concurrence aux sites d'absorption racinaire. La réduction de 1'absorption de K+ dans les
plantes causée par Na+ est un processus concurrentiel, que la solution soit dominée par des sels
de Na+, Cl— ou des sels de SO42— (Grattan & Grieve, 1992). Un corpus important
d'informations dans la littérature, y compris Manihot esculentaetZeamays, indique que la
salinité¢ provoque des déséquilibres nutritifs et réduit la productivité des cultures (Cruz et al.,
2018; Grattan & Grieve, 1998).

2.7. Sur le contenanten eau

L'absorption rapide des ions entraine 1'accumulation d'ions dans les cellules végétales, ce qui
affecte négativement les relations plante-eau. Sous stress salin, le potentiel osmotique des
cellules végeétales devient plus négatif en raison de la présence d'une forte concentration de sel
dans le sol, ce qui crée un gradient osmotique qui chasse 1'eau des cellules végétales et diminue
la  pression de turgescence (Betzen et al., 2019). Les recherches sur
CorchorusolitoriusparChaudhuri & Choudhuri (1997) ont montré une diminution de divers
parametres, tels que la teneur relative en eau, l'absorption d'eau et le taux de transpiration,
lorsque les plantes sont exposées a un stress salin a court terme. Des études récentes ont
approfondi les résultats susmentionnés (Alvarez & Sanchez-Blanco, 2014; Sheldon et al.,
2017). Le potentiel osmotique dans le milieu d'enracinement et le mode de stress de salinité
imposé déterminent I'ampleur du déclin des cellules végétales dans le potentiel hydrique foliaire
et le potentiel osmotique. Le maintien de la pression de turgescence a 1'état d'équilibre est obtenu
chez les plantes en réduisant leur potentiel osmotique par rapport au potentiel total de I'eau sous
stress salin progressif (Rajasekaran et al., 2001). En ce qui concerne le mouvement de I'eau, en
général, I'eau se déplace du sol au xyléme radiculaire via un chemin apoplastique entrainé par
un gradient de pression hydrostatique dans des conditions de transpiration. Cependant, lorsque
la transpiration est limitée par la salinité, I'eau coule a travers les membranes principalement
par le chemin de cellule a cellule (Alvarez& Sanchez-Blanco, 2014; Mirfattahi et al., 2017,
Shaheen ef al., 2013).
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2.8. Sur la structure membranaire

La membrane cellulaire, en tant que barriére protectrice importante des cellules végétales, joue
un role important dans le transport de substance, la transmission d'énergie et la transduction de
signal. La perméabilité sélective de la membrane cellulaire lui permet de réguler I'homéostasie
ionique et d'assurer les activités physiologiques des plantes. Cependant, sous contrainte saline,
la production de ROS excessifs provoque de grands dommages a la membrane, augmentant la
perméabilité relative de la membrane et réduisant sa fluidité. D'une part, elle affecte la
sélectivité, le débit et le transport des ions. D'autre part, elle conduit également a 1'exosmose
d'un grand nombre d'électrolytes, entrainant un stress osmotique (Ganie ef al., 2019) En tant
que l'un des principaux produits de la peroxydation lipidique membranaire, le MDA peut
inactiver les protéines et les enzymes sur la membrane, détruisant ainsi la structure et la fonction
du biofilm. La teneur en MDA est un indice important pour refléter le degré de Iésion de la
membrane plasmique. Les expériences deM. Li et al. (2018) ont illustré que la teneur en MDA
dans Carex rigescens augmentait de manicre significative apres le traitement contre le stress
salin. la teneur en AMM a montré une augmentation évidente du soja sous stress salin (Du et
al.,2018). De plus, I'augmentation des ROS peut également détruire les structures des organites
dans les cellules, telles que l'expansion du réticulum endoplasmique, la fragmentation de la
membrane vacuolaire. En un mot, le stress salin entraine une production excessive de ROS dans
les cellules végétales, provoquant un stress oxydatif et nuisant a la croissance et au
développement des plantes(Hasanuzzaman et al., 2021).

La destruction de la structure cellulaire des plantes, I'accumulation de ROS et la perturbation
de I'homéostasie ionique entrainent une diminution du taux de synthése des protéines. Incapable
de synthétiser des protéines, l'accumulation d'acides aminés conduit a la production de
nombreuses substances toxiques. Par exemple, un grand nombre d'intermédiaires dans le
métabolisme de 'azote, y compris NH3 et certains acides aminés libres (isoleucine, ornithine et
arginine), sont convertis en certaines polyamines toxiques (par exemple, butane diamine,
glutamine, etc.). Ces polyamines toxiques, en particulier la putrescine, sont a leur tour oxydées
en NHj3 et H>O». Si la concentration de ces substances toxiques s'accumule a un certain niveau,
elles peuvent causer des dommages aux plantes (Leshem et al., 2006).

3. Meécanismes de tolérance au sel.

3.1. Tolérance au sel médiée par les phytohormones

Les hormones végétales ou phytohormones sont des molécules régulatrices endogenes vitales
qui régulent la croissance et le développement des plantes. Il existe neuf groupes d'hormones
végétales bien caractérisés et diversifiés qui jouent des roles sophistiqués dans la tolérance au
stress médiée par les phytohormones chez les plantes (V. Verma et al., 2016). Parmi eux, ' ABA,
I'éthylene, la SA et la JA sont classés dans la catégorie des hormones sensibles au stress, tandis
que l'auxine, 1'AG, les cytokinines, les brassinostéroides (BR) et les strigolactones (SL) sont
considérés comme des hormones de croissance (V. Verma et al., 2016; Z. Yu et al., 2020). Les
phytohormones sont étroitement interconnectées ; par conséquent, les mécanismes de réponse
au stress ne se limitent pas a une hormone particuliere (Y. S. Ku ef al., 2018). Dans ce contexte,
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la régulation de I'adaptation de la croissance des plantes via la tolérance au stress salin médiée
par les phytohormones est discutée brievement.

L'ABA est une hormone irremplagable, et elle fonctionne comme un intégrateur central pour
activer une cascade de signalisation adaptative et réguler I'expression des geénes en réponse au
stress salin. Les taux d'ABA endogenes augmentent immédiatement pour activer une cascade
de kinases lors de I'exposition au stress salin (K. Chen et al., 2020) La fermeture stomatique se
produit en raison de I'augmentation des taux d'ABA pour réguler I'homéostasie de l'eau et de
'osmose. Le stress osmotique induit par le stress salin conduit a des voies de transduction de
signalisation ABA améliorées, qui impliquent un composant primaire connu sous le nom de
protéines kinases liées au saccharose non fermentantes 1 (SnRK2s) (Umezawa et al., 2009).
Dans des conditions de stress salin, les activités kinases de SnRK?2.2/2 .3/2.6 et les activités des
facteurs de transcription ABA-responsivePlants 2023, 12, 2253 9 de 22 element (ABRE)-
binding protein/ABRE-binding factor (AREB/ABF) favorisent davantage la fermeture
stomatique (Cai et al., 2017). Ces facteurs de transcription maitres régulent également la
transcription médi¢e par ABRE et expriment les geénes cibles en aval pour la tolérance au sel.
De plus, l'acide abscissique insensible 1 (ABI1) régule négativement la tolérance au sel en
inhibant l'activité kinase de SnRK2 et médiant ainsi la croissance des racines primaires
(Krzywi'nska et al., 2016). Lors de 1'exposition au stress salin, les niveaux de transcription de
plusieurs geénes de biosynthése de 'ABA sont régulés a la hausse, provoquant la production
d'ABA par la voie du méthylérythritol 4-phosphate (MEP). La zéaxanthine oxydase (ZEP), le
9-cis-époxycaroténoide (NCED) et l'alcool déshydrogénase a chaine courte (SCAD) sont des
enzymes induites dans des conditions de stress salin et jouent un role essentiel dans la régulation
de la voie de biosynthese de 'ABA (K. Chen et al., 2020; S. Zhao et al., 2021). En outre, les
voies Ca2+ et SOS se coordonnent é¢galement avec la signalisation ABA en empéchant la
suractivation de SOS2 (Ohta et al., 2003).

Par conséquent, I'ABA utilise un mécanisme complexe dans la médiation de la réponse sel-
stress. Les plantes utilisent un mécanisme adaptatif d'inhibition de la croissance pour survivre
aux environnements de forte salinité. L'auxine régule la plasticité de la croissance des racines
sous l'effet du stress salin. Une réduction du transport de l'auxine polaire et l'accumulation
d'auxine inférieure associée dans les racines (Jiang ef al., 2016) et la régulation négative des
genes codant pour les récepteurs auxiniques (Réponse de D’inhibéteur de tronsportlet
signalisation del’auxine & F-BOX) (Iglesias et al., 2014) provoquent une signalisation de
I'auxine inférieure et donc une régulation négative de la croissance des racines médiée par
l'auxine. Les niveaux de gibbérelline bioactive sont ajustés a différents stades de croissance des
plantes pour améliorer la tolérance au sel par un retard de croissance. LA protéine DELLA
SLRI1, un inhibiteur de la signalisation de I'AG (Achard et al., 2006), et plusieurs autres génes
liés au métabolisme de I'AG (Magome et al., 2008) provoquent une réduction des niveaux d'AG
ou de la signalisation de 'AG aprées la germination, ce qui est nécessaire pour améliorer la
tolérance des plantes au stress salin. La cytokinine favorise la croissance, le développement et
la différenciation cellulaires et est impliquée dans de nombreux processus physiologiques et
biochimiques chez les plantes. La cytokinine s'auto-sacrifie pour aider a la tolérance au stress
salin car elle joue des roles opposés dans 'adaptation de la plante au stress salin. Par exemple,
une perte de 'isopentényl transférase (IPT, une enzyme critique dans la voie de synthése de la
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cytokinine) ou une surexpression de la cytokinine oxydase (CKX, une enzyme qui inactive la
cytokinine) provoque une tolérance ¢levée au sel (Nishiyama et al., 2011). En tant qu'hormone
sensible au stress, I'éthyléne s'accumule sous le stress salin et intervient dans plusieurs
processus biologiques critiques. De plus, la signalisation de 1'éthyléne module également les
réponses de salinité. Par exemple, dans une étude, la perte de fonction des récepteurs de
I'éthyléne, la réponse a I'éthyléne 1 (ETR1) et I'insensibilité a 1'éthyléne 4 (EIN4), ont provoqué
une tolérance accrue au sel. En revanche, la perte de fonction dans les régulateurs positifs a
I'éthyléne, EIN2 et EIN3, conduit a une hypersensibilité au stress salin (J. Peng ef al., 2014).
Par conséquent, les phytohormones et leurs cristaux croisés sophistiqués sont essentiels a la
signalisation du stress salin et maintiennent un équilibre entre la croissance des plantes et les
réponses au stress.

3.2. Role de la vacuole

Il existe deux mécanismes utilisés par la plante pour exclure le sel atteignant la feuille du
cytoplasme. Les ions de sel peuvent s'accumuler dans 'apoplaste ou se déplacer vers la vacuole.
L'accumulation d'ions sel dans l'apoplaste entraine une augmentation du gradient osmotique
entre l'intérieur et I'extérieur de la cellule. Pour ajuster un équilibre thermodynamique, 1'eau a
l'intérieur de la cellule diffuse dans les espaces intercellulaires, entrainant une déshydratation
cellulaire progressive et, éventuellement, la mort cellulaire. Par conséquent, les traits tolérants
au sel sont davantage associés a la quantité d'ions sel qui s'accumulent dans la vacuole cellulaire
(Volkmar et al., 1998). Les ions sel traversent la membrane cellulaire et le cytoplasme pour
entrer dans la vacuole. La quantité d'ions de sel qui traversent la membrane cellulaire ne doit
pas étre supérieure a la quantité déposée dans la vacuole pour minimiser le risque de danger de
sel (Volkmar ef al., 1998). La quantité de flux de sel est controlée par la capacité de stockage
de la racine et la concentration de sel dans la solution du sol. Par conséquent, les plantes
tolérantes au sel nécessitent une capacité de compartimentation vacuolaire active pour stocker
la grande quantité d'ions sel délivrée par le xyléme a la feuille (Lauchli & Epstein, 1990).

3.3. Inclusion du sel par rapport a I'exclusion

Etant donné que les membranes cellulaires ont des processus de sélection pour l'absorption des
ions, l'entrée du sodium devient limitée. Par conséquent, les niveaux d'ions sel dans les racines
et les tiges des plantes sont parfois plus élevés que dans les feuilles. En raison des variations de
la sélectivit¢ des membranes parmi les espeéces végétales, elles peuvent étre divisées en
exclusifs de sel et non exclusifs de sel (Hale & Orcutt, 1989). L'exclusion du sodium par les
racines se produit pour prévenir les concentrations toxiques de Nat+ dans les feuilles.
L'accumulation de Na+ manifeste ses effets toxiques apres des jours ou des semaines, selon les
especes, et provoque la mort prématurée de feuilles plus dgées (Munns & Tester, 2008).Les
plantes tolérantes au sel ont montré des signes d'exclusion du Na+ de la feuille. Cela est
particuliérement vrai pour de nombreuses especes glycophytiques, y compris les plantes
cultivées telles que le blé et I'orge, le mais, les pois chiches et les haricots, ainsi que certains
halophytes (Volkmar et al., 1998).Etant donné que chez la plupart des espéces, le Na+ semble
atteindre une concentration toxique avant le Cl—, de nombreuses études se sont concentrées sur
les mécanismes d'exclusion du Na+ au sein de la plante. Cependant, pour certaines especes
telles que le soja, Cl— est considéré comme l'ion le plus toxique. En général, les plantes
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toléraient des quantités élevées de Na+ et de Cl— arrivant dans leurs feuilles en utilisant
certaines altérations anatomiques et des mécanismes de partition intracellulaire (Munns &
Tester, 2008). 11 existe certaines différences entre les quantités de Na+ et de Cl— dans les cellules
racinaires et foliaires. Les racines avaient la plus faible concentration de Cl par rapport aux
feuilles, qui augmentait avec l'augmentation de la salinité, tandis que le Na+ dans les feuilles
était beaucoup plus faible que le Cl— (Chartzoulakis & Klapaki, 2000).

Chez certains halophytes dicotylédones, il y a une augmentation de la taille des cellules induite
par le sel en raison de l'augmentation du volume de la vacuole (succulence), et chez d'autres,
l'excrétion de Na+ et de Cl— crée des glandes salines ou des vessies a la surface des feuilles ou
des tiges. Certaines preuves ont montré que les glandes salées sont les seules adaptations
anatomiques qui se produisent chez certains halophytes monocotylédones (Munns & Tester,
2008). Les cultures d'orge qui prosperent dans des conditions salines ont montré, contrairement
a K+, une plus grande accumulation de Cl— dans I'épiderme par rapport aux cellules du
mésophylle (Munns & Tester, 2008). La plupart des halophytes utilisent des ions sel comme
osmoticum pour contrdler la concentration d'ions externes. Dans de nombreux glycophytes, il
n'y a pas de relation évidente entre I'exclusion du sel et la tolérance au sel. Alors que I'exclusion
de Na+ est une caractéristique générale rapportée dans certaines lignées de bl¢ tolérantes au sel,
une lignée sensible au sel avait des niveaux de Na+ de pousse beaucoup plus faible que les
lignées plus tolérantes. Dans une expérience similaire, les cultivars de mais tolérants
transportaient plus de Na+ vers la pousse que les cultivars intolérants. Par conséquent, il semble
que, au moins chez certains glycophytes, I'exclusion du sel n'est pas nécessairement associée a
des caractéristiques de tolérance au sel (Volkmar et al., 1998).

3.4. Ajustementosmotique

L'ajustement osmotique fait référence au processus par lequel les plantes maintiennent leur
capacité a absorber I'eau en augmentant la concentration de solutés dans leurs cellules. Il existe
deux mécanismes d'ajustement osmotique sous stress osmotique. D'une part, le soluté lui-
méme agit comme un osmolyte. D'autre part, les solutés jouent un rdle protecteur en stabilisant
la structure des macromolécules biologiques. Une hypothése peut expliquer le mécanisme : les
régions hydrophobes a la surface de la protéine sont faibles dans la liaison aux molécules d'eau,
en particulier dans les environnements hypertoniques. Les cellules perdent d'abord cette partie
de I'eau dans un environnement hypertonique (Schobert & Tschesche, 1978). Les régulateurs
osmotiques peuvent étre dissous dans I'eau de liaison sur la surface des protéines et la polarité
de surface des protéines peut étre améliorée en formant des liaisons hydrogéne, pour améliorer
leur adhésion a I'eau (Arakawa & Timasheff, 1985). Les régulateurs osmotiques comprennent
principalement deux catégories : (1) les substances organiques et (2) les ions inorganiques.
Sous stress osmotique, la teneur en ces substances augmentera a différents degrés dans les
cellules.

3.4.1. Substances organiques

Les solutés organiques peuvent généralement étre classés en trois catégories. (1) Acides
aminés libres, principalement la proline. La proline a une forte capacité d’hydratation. Son
extrémité hydrophobe peut se lier aux protéines, tandis que son extrémité hydrophile peut se
lier aux molécules d'eau. Les protéines attachées a la proline peuvent lier plus d'eau,
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empéchant ainsi la déshydratation et la dénaturation des proteines sous stress osmotique. Les
plantes peuvent accumuler de la proline en augmentant la synthése de la proline et en
diminuant la dégradation de la proline pour répondre au stress (Liang et al., 2013). De plus, la
proline peut également agir comme antioxydant pour éliminer les ROS excessifs produits sous
stress. En tant que source d'azote et de carbone & compensation rapide, elle peut aider les
plantes a se remettre du stress. En tant que signal de stress, il active de multiples réponses liées
au stress (Per et al., 2017). De nombreuses expériences ont montré qu'une application externe
de proline peut réduire les dommages causés par le stress salin aux plantes. Par exemple,
I'expérience de Wani et al.a suggéré que le traitement avec la proline a deux cultivars
contrastés de Brassicajunceapourrait en quelque sorte contrecarrer les effets néfastes de la
salinité sur la photosynthese et le rendement en graines (A. S. Wani et al., 2019).

La glycine bétaine est également un régulateur osmotique. La bétaine est obtenue par
oxydation de la choline par la choline monooxygénase (CMO) et la bétaine aldéhyde
déshydrogénase (BADH). Il existe 12 types de bétaine dans les plantes, la plus simple et la
plus etudiée est la glycine bétaine. Il pourrait aider les cellules végétales & maintenir I'intégrité
de la membrane et l'activité enzymatique sous le stress salin, réduisant ainsi les dommages
causés par le stress salin. De nombreuses plantes supérieures, en particulier les plantes de
chenopodiaceae et de gramineae, ont été trouvées pour accumuler de la bétaine sous stress
salin. La régulation a la hausse de la biosynthese de la glycine bétaine a été trouvée dans le
paspalum halophytique du littoral sous le stress salin induit par la choline (Y. Gao et al., 2020).
De nombreuses expériences ont également prouvé l'intérét de I'application externe de bétaine
sur la plante sous stress salin. Les expériences de K. Chen et al. (2020)ont montré que la
glycine bétaine exogene atténuait le stress salin chez les semis de mais. De plus, la bétaine est
impliquée dans de nombreux processus métaboliques. Par exemple, la bétaine méthylée est
impliquée dans la synthése d'autres alcaloides végétaux selon Byerrum et al.(1956). La bétaine
peut également stabiliser le polypeptide périphérique du PS Il, ce qui est bénéfique pour
maintenir la fonction physiologique du chloroplaste a faible potentiel hydrique (Byerrum et
al., 1956).

Les glucides solubles et les polyols peuvent également étre utilisés comme régulateurs
osmotiques. Les glucides non structurels (tels que le glucose, le saccharose, le fructane,
I'amidon, etc.) sont des substances importantes impliquées dans le métabolisme des plantes.
En particulier, la production, le transport, le stockage et la consommation de saccharose sont
étroitement liés au développement des plantes et a la réponse environnementale. Lorsque les
plantes sont soumises a un stress osmotique, la synthese du saccharose est augmentée en
augmentant l'activité de la saccharose phosphate synthase (SPS). Dans I'étude de Peng et al.,
ils ont constaté que lorsque les teneurs en saccharose et en amidon de la feuille principale de
coton (Gossypium hirsutum L.) et de sa bosse foliaire sous-jacente augmentaient, les activites
de la saccharose phosphate synthase (SPS) et de la saccharose synthase (SuSy) augmentaient
également (J. Peng et al., 2016). Une forte diminution de la synthése de I'amidon pourrait
également maintenir la teneur en saccharose des cellules vegétales de Phaseolus vulgaris. Bien
que le stress osmotique ait réduit l'activité de la saccharose phosphate synthase (SPS), il a
provoqué une plus grande réduction de la synthése de I'amidon afin que la concentration de
saccharose puisse maintenir un niveau relativement élevé (Al Hassan et al., n.d.). Par
conséquent, le métabolisme du saccharose chez les plantes est souvent utilisé pour mesurer le
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degré de stress environnemental et I'adaptabilité des plantes a lI'environnement. En outre, le
tréhalose (L. Li et al., 2017) et le fructane (Livingston, 2009) se sont également accumulés
dans les plantes soumises a un stress salin. Plus important encore, les sucres solubles sont
impliqués en tant que substances de signalisation dans la réponse des plantes a
I'environnement, et la signalisation du sucre est devenue un domaine de recherche précieux
(Ruan, 2014). Les polyols, en particulier le mannitol et I'inositol, jouent également un role
dans I'ajustement osmotique, améliorant la tolérance au sel des plantes (Conde et al., 2014).

3.4.2. lons inorganiques

Les ions inorganiques, principalement K+, Na+ et Cl—, se composent de 80 % a 95 % de
la présence osmotique des cellules dans les dicotylédones (Shabala & Shabala, 2011). Le K+
est un élément essentiel pour la croissance des plantes et joue un réle important dans la
prévention des dommages cellulaires causes par le stress salin. Chakraborty et al. ont démontré
que I'application de K+ exogéne améliorait I'état hydrique des plantes, entrainant une biomasse
plus élevée et une meilleure tolérance au sel sous stress chez les arachides (Chakraborty et al.,
2016). Pour les halophytes, I'absorption de Na+ est beaucoup plus importante que celle de K+.
La majeure partie du Na+ absorbé par les cellules végétales n'existe pas dans le cytoplasme
mais est isolé dans les vacuoles en tant que régulateur osmotique pour maintenir la pression
de turgescence cellulaire (Keisham et al., n.d.). Par exemple, les plants d'un cultivar de chou
sensible au sel et d'un cultivar de chou tolérant le sel ont été exposés au NaCl pendant 30 jours.
Les résultats ont indiqué que la séparation du Na+ en vacuoles était la principale stratégie
d'adaptation au sel chez le chou chinois (J. Wang et al., 2019).

En termes de Cl—, l'absorption rapide de Cl— par les plantes au stade précoce du stress
salin a favorisé la régulation osmotique du systéme racinaire chez les non-halogénophytes.
Cependant, Cl— s'appuie toujours sur Na+ ou K+ pour compléter la régulation de la pression
osmotique (C. L. Wang et al., 1997). Le Ca2+ dans le cytoplasme est une composante
importante de la transduction du signal. Lorsque les plantes sont soumises a un stress salin, les
canaux Ca2+ sont induits a s'ouvrir. Ensuite, le Ca2+ est libéré de la vacuole. La liaison du
Ca2+ avec la calmoduline ou d'autres protéines de liaison calciques régule le métabolisme
cellulaire et I'expression des genes, favorisant I'adaptation des plantes a I'adversité. En un mot,
les plantes conservent leur capacité a absorber I'eau de I'environnement en augmentant la
concentration d'ions inorganiques comme K+ et de substances organiques comme la proline
et la bétaine sous stress salin.
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1. Introduction:

La toxicité des métaux lourds dans le sol, en particulier le cuivre (Cu), est une préoccupation
majeure des agriculteurs dans les environnements contamingés et elle affecte 1'économie ainsi
que la productivité agricole de ces nations (Tjalf E. De et al., 2011). La pollution par les
métaux lourds provient a la fois d'événements géologiques naturels et d'activités anthropiques.
Les sources anthropiques comprennent les gaz d'échappement des automobiles, la corrosion
des pieces automobiles et les déversements d'hydrocarbures (Malinowska et al., 2015).
Application extensive de certains herbicides et fongicides dans les pratiques agricoles
isamajor source anthropique de contamination du sol par le Cu (Panou-Filotheou &
Bosabalidis, n.d.). Des quantités excessives de métaux lourds, y compris le Cu, sont signalées
dans les champs agricoles chimisés (Sahodaran et al., n.d.). Le cuivre est également utilisé
comme additif dans la fabrication des pneus (Malinowska et al., 2015) et est un contaminant
courant en bordure des routes (J. G. Ray & George, 2010). Le cuivre (Cu) est un élément
micronutriment essentiel abondant dans diverses roches et minéraux et est nécessaire a divers
processus métaboliques chez les procaryotes et les eucaryotes (Sun ef al., 2014). Une grande
partie du cuivre contient des enzymes fonctionnant comme transporteurs d'oxygeéne
(hémocyanine) ou catalyseur redox (cytochrome oxydase, nitrate réductase) (P. A. A. Ferreira
et al., 2015; Whitacre, 2011). Le cuivre est un métal de transition avec trois états de valence :
Cu” Cu bl et CuP?. En outre, il a été classé comme métal lourd en raison de sa densité plus
élevée (5 g/lcm?) (R. Singh et al., 2011). Le cuivre, cependant, est un micronutriment essentiel
pour le métabolisme normal des plantes et joue un role dans plusieurs processus
physiologiques tels que la photosynthese, la respiration, la distribution des glucides et le
métabolisme des protéines. Cependant, I'exces de Cu peut perturber le développement normal
en affectant négativement les réactions biochimiques et les processus physiologiques chez les
plantes (Guzel & Terzi, 2013). Nous discuterons des effets du cuivre sur les plantes et de leurs
réponses au stress du cuivre dans ce chapitre et aborderons comment les plantes font face au
stress du cuivre et quels types de changements se produisent dans la morphologie, la
physiologie et le métabolisme des plantes. Globalement, les valeurs normales de Cu dans les
sols non contaminés variaient de 2 a 109 mg kg !(Baize, 1994). Les principales sources
anthropiques de Cu comprennent l'exploitation miniére, la raffinerie, la combustion de
combustibles fossiles, I'incinération des déchets, le trafic, les engrais, les amendements du sol,
etc. (Brunetto et al., 2019).L'extraction de minerais contenant du Cu et les activités
industrielles sont responsables de I'amélioration du niveau de Cu dans I'environnement. (V.
Kumar et al., 2019) ont suggéré une limite admissible de 20 mg kg ' pour le Cu dans les
¢chantillons de sol. Dans la couche arable naturelle, le niveau de base de Cu rapporté est de 5
mg kg '(P. A. Ferreira et al., 2018). Le cuivre joue également un rdle clé dans l'assimilation
du COz et la production d'ATP (Marques et al., 2018). C'est le principal constituant de diverses
protéines comme la plastocyanine du systéme photosynthétique et la cytochrome oxydase de
la chaine de transport d'électrons (Zeng ef al., 2019). La concentration de Cu dans les plantes
au-dela des limites critiques affecte la croissance des plantes, favorise la chlorose des feuilles
et provoque une cytotoxicité (M. H. Saleem, Fahad, Khan, Din, Ullah, Sabagh, others, et al.,
2020). Dans les cultures vivriéres, la valeur recommandée de Cu est de 30 mg kg '(R.
Sharma et al., 2016). De plus, l'exces de Cu dans les plantes favorise le stress oxydatif en

58



Chapitre 4 :Stress au cuivre: Revue des réponses en plantes et mécanismes de tolérance.

générant des especes réactives de 1'oxygene (ROS) qui sont nuisibles pour les plantes et celles-
ci sont piégées par la superoxyde dismutase et la peroxydase, qui jouent un role impératif dans
la diminution de la toxicité du Cu dans les plantes (Huang et al., 2020). Le stress oxydatif par
peroxydation lipidique entraine la perturbation de nombreuses voies métaboliques et cause
des dommages aux macromolécules essentielles (Juang et al., 2019). L'absorption et le
transport du Cu dans les plantes dépendent principalement du niveau de Cu et des facteurs de
croissance (M. H. Saleem, Kamran, et al., 2020). Néanmoins, leur concentration dans les
cellules, condition préalable au maintien a un niveau faible en tant que Cu ¢levé, persuade les
modifications de I'ADN, de la photosynthése, de l'intégrité de la membrane cellulaire, de
l'activité enzymatique et de la respiration conduisant a une réduction de la croissance et a une
existence menacée des plantes (Nair et Chung, 2015). Le déclin de la biomasse végétale est
l'indication la plus courante chez les plantes soumises a un stress élevé en Cu (Nazir et al.,
2019).

A T'échelle cellulaire, la toxicité du Cu peut se référer a (1) sa liaison aux groupes
sulfahydryles dans les protéines, empéchant ainsi les activités enzymatiques ou le
fonctionnement des protéines ; (2) signifiant la déficience d'autres éléments essentiels ; (3)
des signes d'altération des processus de transport cellulaire ; et (4) des dommages par
oxydation (Meharg, 1994). Ainsi, il est impératif que les plantes possédent une homéostasie
du Cu strictement pilotée, un équilibre logique tirant parti de leurs modifications tissulaires
et développementales spécifiques(Printz et al., 2016). En d'autres termes, une croissance et
un développement sains des plantes impliquent 'acquisition directe de Cu a partir du sol,
le transport de Cu dans toute la plante, la distribution et la compartimentation de Cu dans
différents tissus végétaux et une régulation minutieuse de sa concentration dans de
nombreuses cellules et organites différents.

2. Présence de Cu dans I'environnement

Le Cu est fortement associé aux matieres organiques et aux minéraux argileux dans les sols
et les zones humides, et forme des complexes insolubles et/ou solubles avec le carbone
organique. L'abondance naturelle de Cu dans la crotite terrestre est supposée €tre d'environ
60 mg La concentration de fond moyenne dérivée de Cu pour les sols agricoles européens
est comprise entre 11,4 et 17 mg Cu/kg (Alloway, 2013). Le pH du sol s'est avéré étre le
principal composant du contrdle de la disponibilité du Cu pour les plantes. En augmentant
le pH du sol, la disponibilité du Cu est réduite (Alloway, 2013). L'effet néfaste du chaulage
sur la réduction de la disponibilit¢ du Cu est facilement attribué a I'augmentation de la
capacité d'échange cationique du sol (CEC) qui repose sur la présence de charges variables
influencées par le pH dans 1'écosystéme du sol (Farajzadeh et al., 2017). Apres 1'é1évation
du pH, une série de changements interdépendants se produisent, notamment une
augmentation des charges non positives liées au pH et de leur densité a la surface colloidale,
ainsi qu'une diminution de la disponibilité du Cu pour les plantes (Schwer, 2010). 11 est
donc important de se rendre compte de I'impact du pH sur la distribution du Cu dans les
différentes fractions du sol (Ginocchio et al., 2002).

L'apport recommandé en Cu pour les humains varie généralement de 0,2 mg/jour/personne
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pour les nourrissons a 1,3 mg/jour/personne pour les femmes en lactation (Trumbo et al.,
2001). Bien que les besoins humains en Cu soient faibles, une carence en Cu peut survenir en
raison de sa faible concentration dans les tissus végétaux comestibles, en particulier lorsque
les plantes sont cultivées sur des sols calcaires ou alcalins dans des environnements arides et
semi-arides(White & Broadley, 2009). L'amélioration de la phytodisponibilit¢ du Cu en
modulant les processus moléculaires et physiologiques impliqués dans l'absorption, la
distribution et l'accumulation du Cu a donc ¢été¢ intégrée dans les programmes de
biofortification(White & Broadley, 2009). En revanche, l'utilisation du Cu comme fongicide
est généralisée en agriculture depuis la fin du XIXe si¢cle (Alloway, 2013). En viticulture, les
fongicides a base de Cu sont utilisés dans des applications typiques de 2 a 4 kg de Cu/ha/an,
conduisant a des concentrations de Cu dans le sol pouvant atteindre des valeurs supérieures a
3000 mg de Cu/kg de sol, dépassant ainsi la plage de concentration tolérable pour la plupart
des cultures cultivées et empéchant ainsi leur croissance (Alloway, 2013).

L'intégration de la phyto-disponibilité accrue du Cu avec les programmes de biofortification
en cours a ¢été réalisée principalement grace a la modulation récente des machines
moléculaires et/ou physiologiques impliquées dans (ou traitant de) l'acquisition et la
distribution du cuivre (White & Broadley, 2009). L'application progressive de Cu en tant que
fongicide agricole la plus ancienne remonte a la fin du 19¢me siécle (Prior ef al., 2017)
lorsqu'il a été lancé pour étre largement appliqué dans la viticulture/agriculture intégrée et
biologique. Par exemple, les fongicides a base de Cu utilisaient généralement 2 a 4 kg de
Cu/ha/an en viticulture, ce qui contribuait a une forte concentration de Cu dans le sol (> 3000
mg de Cu/kg) ; franchissant ainsi la plage de concentration tolérable de Cu pour la plupart des
cultures en croissance, inhibant leur croissance (Alloway, 2013).

3. Effet des microbes du sol sur la biodisponibilité et la spéciation du cuivre

Labiodisponibilité et la spéciation du cuivre ont conduit a un risque imminent pour le sol et sa
fertilité, ainsi que les processus du sol médiés par les microbes tels que le cycle minéral, ce qui
en fait un aspect essentiel pour mesurer la toxicité du Cu dans le sol (Y. Cao ef al., 2020). Dans
ce dilemme, il reste tres peu d'alternatives aux fongicides Cu, mais le systéme repose
principalement sur des micro-organismes bénéfiques qui forment des associations aux
interfaces plante-sol. Il est rapporté que la toxicité du Cu provoque un effet antagoniste sur le
microbiote du sol, diminuant la biomasse, les niveaux de carbone, le taux de respiration, les
activités microbiennes et les altérations du quotient métabolique et de la communauté
structurelle des microbes (W. Li et al., 2016; C. Zhang et al., 2016). Mais au contraire, il existe
de nombreux microbes qui ont des mécanismes de résistance bien développés contre les
contraintes des métaux lourds et qui sont capables de se multiplier et de proliférer sous des
concentrations de Cu plus ¢élevées(Naik & Dubey, 2013), peut-Etre en raison de leur capacité a
mobiliser, convertir ou séquestrer les ions métalliques affectant leurs mobilités(Keiblinger et
al., 2018). De plus, ils peuvent également affecter la spéciation des métaux, la biodisponibilité
grace a une production efficace de matiere organique et a des réactions d'oxydation/réduction
(Cui et al., 2019).
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Des ¢études ont montré que la souche DBM de Bacillus subtilis isolée a partir de riziéres
réduisait la biodisponibilit¢ du Cu a partir du sol par biosorption, bioaccumulation ou
transformation enzymatique des ions Cu en formes stables(Bai ef al., 2017). Les interactions
des microbes dans le sol et des métaux lourds sont trés complexes, dans lesquelles pres de 90 %
de la biomasse totale du sol est constituée de nutriments minéraux qui s'ajoutent au constituant
inorganique du sol (Bai ef al., 2019). 1l a été remarqué que 90% des microbes du sol forment
des complexes avec les minéraux et la matiére organique et lI'adsorption des ions métalliques
avec ces complexes permet de comprendre le role de 1'immobilisation(Nannipieri et al., 2017).
Les microbes contiennent divers sites fonctionnels sur leurs surfaces tels que carboxyle, amide,
amine, hydroxyle, exopolysaccharides (EPS), protéines, acides nucléiques, poly-saccharides
pour se lier et former des complexes par des liaisons hydrogéne(Fang et al., 2012; Shehata et
al., 2019).

Récemment, il existe un large éventaild’études associées a la transformation du Cu induite par
les microbes dans les sols rhizosphériques. Comme les études associées a I'accumulateur de Cu
ont été répandues, le potentiel d'Elsholtziasplendensen tant qu'hyperaccumulateur de Cu et de
Trifolium repens en tant qu'accumulateur non-hyper a été mené en association avec les activités
microbiennes du sol et leur composition (Y. Wang et al., 2008). On a remarqué que les niveaux
de Cu dans les pousses d'Elsholtziasplendensétaient 2.1€2.4 fois plus élevés que ceux de
Trifolium repens sous l'influence de différentes concentrations de Cu. La composition totale du
microbiome du sol et l'activité de 1'enzyme phosphatase dans la zone rhizosphérique ont été
rapportées comme €tant maximales chez Elsholtziasplendensque chez Trifolium repens. Il a en
outre été vérifié¢ a l'aide d'un examen d'empreinte numérique par électrophoreése sur gel a
gradient dénaturant par PCR (PCR-DGGE) qui a évalué qu'apres I'ajout de Cu (200e500 mg
kg-') dans le sol avec Elsholtziasplendens, le nombre de bandes était considérablement réduit.
Par rapport aux sols non contaminés, les microbes appartenant aux genres Firmicutes n'étaient
présents que dans la rhizosphéere d'Elsholtziasplendensdes  sols contaminés par le Cu et
tres peu d'espéces telles que Deinococci- Thermusont été observées, indiquant que la pollution
par le Cu modifiait les communautés microbiennes dans la rhizosphere (Shi et al., 2018).
Cependant, la disposition spatiale des communautés microbiennes a été étudiée dans différents
sols par PCR en temps réel en étudiant les niveaux d'expression génique de la flagelline (liC)
et du géne de chimiotaxie (cheA) et leurs niveaux d'expression ont été altérés par la toxicité du
Cu dans différentes zones du sol(X. Yuan et al., 2014). Elsholtzia splendens as a
hyperaccumulator governs microbial activity and bacterial composition in the rhizospheric zone
under Cu toxicity. En outre, les bactéries résistantes au Cu Pseudomonas putidaCZ1 isolées de
la rhizosphere d'Elsholtziasplendensont montré une CMI (concentration inhibitrice minimale)
plus élevée en présence de Cu (3 mmol 1—1) et ont pu éliminer 87,2 % de Cu avec des
capacités de biosorption (24,2 mg 1"')(X. C. Chen et al., 2005). Le pH optimal pour I'élimination
du Cu (II) était de 4,5¢e5,0 et, dans ces conditions, la biosorption du Cu (II) était augmentée de
maniere dose-dépendante. Environ 50% du Cu a été absorbé par la bactérie, tandis que le reste
a été passivement facilité dans la bactérie. De plus, l'efficacité de désorption du Cu (II) était de
72% en cas de cellules vivantes par accumulation intracellulaire (X. C. Chen et al., 2005). La
capacité de liaison du Cu par la bactérie a ét¢ favorisée par les modifications chimiques de la
biomasse du sol telles qu'étudiées par analyse d'absorption infrarouge et de rayons X (S. Kumari
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et al., 2017; H. Lin et al., 2020). Enfin, nous pouvons révéler que les communautés
microbiennes résidant dans la rhizosphére jouent un rdle essentiel dans la régulation des
motilités de Cu dans 1'écosystéme du sol.

4. Effet du stress au cuivre chez les plantes.

4.1. Sur les Parametresmorphologiques

Les concentrations excessives de Cu ont des effets significatifs sur la croissance des plantes.
La toxicité du Cu affecte en grande partie la croissance et la morphologie des racines, car il
a tendance a s'accumuler dans le tissu racinaire et peut étre transmis aux pousses (Z. Yang et
al., 2015). Les symptomes visuels généraux de la toxicité du Cu, en dehors de I'inhibition de
la croissance racinaire, comprennent la chlorose foliaire interveinale, les feuilles flétries, les
extrémités des feuilles nécrotiques et les malformations racinaires (J. Chen et al., 2015; Jung
et al., 2015). Plus précisement, les niveaux excessifs de Cu sont dommageables pour les
racines des plantes, avec des symptomes allant de la perturbation de la cuticule racinaire et
de laréduction de la prolifération des poils racinaires a une déformation sévére de la structure
des racines (Sheldon & Menzies, 2005). Selon  les especes végétales, des concentrations
supérieures @ 20 e 30 mg g! peuvent provoquer une toxicité, tandis que des
concentrations de 1 e5 mg g sont essentielles a la croissance des plantes (Khatun et al.,
2008; Marschner, 1995). Les effets sur la croissance et la forme des racines sont significatifs
souvent avant tout effet sur la croissance au-dessus du sol (Minnich et al., 1987). Cependant,
a de faibles concentrations, le Cu est un micro-élément nutritif pour les plantes et les
symptdmes visibles peuvent étre moins évidents ou détectables, bien que la réduction du
rendement des cultures et de la biomasse puisse persister (Marschner, 1995; Yruela, 2005).
M. S. Hossain et al.(2020) ont étudié les parametres morphologiques sous stress de Cu chez
les lentilles et ont observé qu'un traitement élevé de 3,0 mM de CuSO4. 5H20 réduit la
racine, la pousse, la croissance des semis et la biomasse des plantes. Lalau et al. (2015) dans
leurs études, ont évalué I'impact des nanoparticules de CuO sur la plante Landoltiapunctataet
en ont déduit que la morphologie était affectée de maniére plus importante que le taux de
croissance.Marques et al. (2018) dans une autre étude ont souligné I'effet toxique du Cu sur
les plantes d'Hymenaea courbaril . De leurs résultats, il a été obtenu qu'en dessous de 200
mg kg—1 de traitement, Cu préférait la croissance et la morphologie racinaire de cette
plante, alors qu'en dessous de 800 mg kg—1, il a un impact néfaste sur la croissance ainsi
que sur la morphologie racinaire de cette plante. Sous les environnements de
micronutriments, le Cu a une influence positive sur la croissance des racines des tomate
Solanum lycopersicum (C. Wang et al., 2021). En outre, la surface racinaire est
principalement associée a I'absorption des nutriments, et I'amélioration du volume racinaire
conduit a une meilleure capacité d'absorption des nutriments et a finalement un effet positif
sur I'avancement de la plante. La baisse du volume racinaire sous traitement de Cu indique
la réduction significative de la biomasse racinaire, qui est directement liée a la division
cellulaire (Bochicchio et al., 2015; Cai et al., 2014). (Batool et al., 2015) ont souligné que le
déclin apparent de la croissance racinaire était également lié a une diminution de la division
cellulaire, entrainant une augmentation de I'épaisseur de la paroi cellulaire des racines sous
le stress des métaux lourds. La chlorose foliaire interveinale est un symptéme précoce
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courant de la toxicité du Cu (Reckova et al., 2019), tandis que la chlorose a également éte
observée chez les plantes supérieures, par exemple Eucalyptus eximia(bois de sang jaune) et
Casuarina distyla(chéne) (Mitchell et al., 1988). La toxicité du cuivre peut également étre
associée a un pourpre du feuillage (MostofaetFujita,2013), mais cela n'est pas apparent chez
toutes les especes (Sinha et al., 2015). Le declin de la surface foliaire sous Cu peut étre
attribué a lI'accrétion de lignine dans le xyleme et conduit finalement a I'épaississement et au
durcissement de la paroi cellulaire, ce qui a des effets pessimistes sur le développement
cellulaire et I'élargissement des feuilles en diminuant son élasticité (Garcia Sanjuan et al.,
2018). Sous toxicité Cu, aucune nécrose n'a été observée chez Zeamayset I'herbe de Rhodes
(Reckova et al., 2019; Sheldon & Menzies, 2005). De toutes ces études, nous pouvons
conclure que le traitement du Cu réduit les paramétres morphologiques tels que la longueur
des racines, la longueur des pousses et la surface foliaire, etc. De plus, la chlorose foliaire
interveinale, la nécrose, le pourpre du feuillage et le chlorosis ont également été trouvés sous
stress de Cu.

4.2. Sur la paroi cellulaire.

Les principaux sites d'accumulation de Cu dans les plantes sont le chloroplaste, la vacuole, le
cytoplasme et la paroi cellulaire (Bernal et al., 2006; Burkhead et al., 2009). La paroi
cellulaire est le principal site de contact pour les minéraux et est caracterisée par une structure
composite composee de cellulose, d'hémicellulose et de protéines intégrées dans une matrice
de pectines avec un degré variable de starification de méthyle. Au pH de I'apoplaste, les
résidus de pectine non méthylés sont chargés négativement et interagissent ioniquement avec
les cations. La paroi cellulaire joue ainsi un réle important dans la réponse des métaux lourds
en tant que séquestrateurs d'ions, mais sa synthése et sa composition peuvent étre gravement
affectées en retour (Parrotta et al., 2015).

4.3. Absorption des nutriments

Les métaux lourds inhibent I'absorption et I'absorption des nutriments, perturbent leur
composition et induisent une phytotoxicité en affectant le métabolisme des nutriments dans

les plantes (Chibuike & Obiora, 2014). Avec l'augmentation du niveau de Cu, il y a eu une
diminution de la quantité de phosphore (racines et feuilles) et de potassium (racines, tiges et
feuilles), ce qui signifie qu'un excés de Cu a causé une altération de I'absorption des

nutriments (Ambrosini et al., 2018). La moindre absorption de nutriments est un indicateur

distinctif de la toxicité du Cu, tandis que la perméabilit¢ membranaire et le role des
transporteurs sont influencés négativement (Cambrolle” et al., 2015). Le degré
disproportion des nutriments est basé sur les especes végétales, le niveau de Cu dans la

rhizosphéere, le temps de traitement et les environs de croissance (Adrees et al., 2015). La

baisse du niveau de phosphore dans les feuilles et les racines est liée a la production de
complexe métal-phosphate insoluble dans les racines. Dans des études antérieures,
(Guimara, 2016) a découvert ce complexe, tout en indiquant I'impact du phosphate sur la
diminution de I'absorption du Cu des racines aux pousses, de sorte que le complexe arréte le
Cu et le phosphore, diminuant leur absorption par les pousses. Sous un stress excessif en

Cu, divers rapports chez les jeunes vignes ont également observé une diminution de

I'absorption des nutriments. Par exemple Melo et al. (2008),Toselli et al. (2009) et Oliveira
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et al. (2015) ont signalé une réduction de I'accrétion d'azote, de potassium, de calcium, de
magnésium et de fer dans les plantes de Sangiovese et les vignes de Red Niagara. Shams et
al.(2019) ont étudié I'accumulation de nutriments minéraux dans Lactuca sativa sous stress
de Cu et leurs conclusions ont montré que sous le traitement a 400 mM de CuSOs,
I'accumulation d'azote, de potassium, de phosphore, de magnésium, de sodium, de zinc et
de bore est diminuée de maniére significative dans les racines, tandis que le fer, le silicium,
le calcium et le chlorure restent inchangés dans les feuilles sous le traitement a 200 et 400
mM de CuSOg. Zeng et al. (2019) ont également étudié I'absorption de minéraux dans les
semis de canne a sucre sous stress de Cu et leurs conclusions ont révélé qu'a une
concentration de 200 mmol/l de Cu 2p, les niveaux de Zn, Fe, Ca, Mg et Mn étaient
améliorés dans les pousses, tandis que Zn et Mg étaient réduits dans les racines. Li et al.,
(2019) ont également évalué I'accumulation de nutriments dans les plantules d'agrumes sous
stress de Cu et leurs résultats ont indiqué que les teneurs en fer, bore, azote, phosphore,
potassium, calcium, magnésium et soufre étaient diminuées avec le stress de Cu. La
dynamique complexe de l'absorption et du transport des nutriments sous stress de Cu
pourrait étre due a la concurrence entre Cu et les nutriments pour les transporteurs, aux
altérations de I'expression des génes qui ont participé a I'absorption des nutriments au niveau
transcriptionnel ou post-transcriptionnel et aux variations de la perméabilité de la membrane
plasmique (Andre’s-Borderia et al., 2017; Q. Li et al., 2017; Roy et al., 2017). Le niveau
varié de nutriments dans les plantes situées dans les environs de Cu peut étre élucidé par
diverses approches de tolérance adoptées par plusieurs plantes(Yruela, 2005). De ces études,
nous pouvons conclure qu'un excés de Cu entraine une altération de I'absorption des
nutriments.

4.4, Sur la croissance des plantes.

L'exceés de Cu peut affecter des processus physiologiques importants chez les plantes et
causer des problémes de croissance et de développement des plantes. Le cuivre prélevé dans
le sol doit étre transporté, distribué et compartimenté dans différents tissus et organites pour
une croissance et un développement sains des plantes (Habiba et al., 2015) . D'autre part,
I'excés de Cu est caractérisé par une biomasse végétale réduite, une chlorose foliaire, une
croissance racinaire inhibée, une bronzage et une nécrose. L'effet de la toxicité du Cu est en
grande partie sur la croissance et la morphologie des racines, ce qui a une importance
particuliére pour I'ensemble de la plante. Parce que I'eau et les nutriments pénétrent dans les
plantes par les racines, tout défaut ou malformation des racines crée des problemes pour la
croissance et le développement des plantes. Le cuivre a tendance a s'accumuler dans le tissu
racinaire avec peu de translocation vers les pousses (Marschner, 2011). Un retard de
croissance racinaire des plantes Festucaarudinacea et Loliumperennea été observé apres 7
jours d'application de cuivre (S. Zhao et al., 2010). Kolbert et al., (2012)ont rapporté qu'un
exces de cuivre a long terme entraine une inhibition du développement de la tige et des
racines d'Arabidopsis thaliana. L'élongation, la division et I'expansion cellulaires ont
également été affectées. L'homéostasie altérée de I'auxine dans les deux organes s'est avérée
étre une cause des altérations de la croissance en raison de la production élevée d'oxyde
nitrique (NO) qui inhibe le transport de I'auxine médié par PINL1. Liu et al. (2014)ont signalé
qu‘une diminution continue des activités racinaires du mais et des troubles physiologiques
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ont été observés lors d'une augmentation du stress du cuivre, ce qui a entrainé des dommages
a la membrane des cellules racinaires. L'ion intracellulaire et la substance organique ont fui
aprés que le Cu?® soit entré dans les cellules racinaires.

L'excés de cuivre inhibe I'expansion foliaire, I'élongation cellulaire et la division cellulaire
(Maksymiec, 1997; Panou-Filotheou & Bosabalidis, 2004). Une longue exposition au stress
du cuivre provoque le repliement de la lame foliaire, une augmentation du nombre de poils
sur la surface inférieure des lames foliaires, une augmentation du nombre de stomates et une
diminution de la taille des stomates, ainsi qu'une réduction du volume des espaces
intercellulaires du mésophylle. Tous ces changements dans I'anatomie et la morphologie des
feuilles sont des troubles dus a I'exposition des racines au stress du cuivre qui entraine une
diminution de la transpiration (Panou-Filotheou et al., 2001).

La chlorose foliaire est un symptdme typique des plantes soumises a des concentrations
élevées de Cu dans le sol (Miotto et al., 2014). Au cours de la chlorose foliaire, certaines
altérations morphologiques et physiologiques se produisent dans les chloroplastes. Les
chloroplastes du mésophylle dans les plants d'origan traités au cuivre sont réduits en volume
et en nombre (Panou-Filotheou et al., 2001). Cette observation est conforme a celles d'autres
plantes sous stress Cu, comme le riz (Lidon & Henriques, 1993), les haricots (Maksymiec
et al., 1994) et le blé(Quartacci et al., 2000). Sanchez-Pardo et al. (2014)ont rapporté que
sous contrainte de cuivre, la structure des thy- lakoides dans le lupin blanc et le soja a montré
des changements. La désintégration des membranes chloroplastiques, la dégradation de
I'empilement des grana, le gonflement des thylakoides et I'augmentation du nombre de
plastoglobules ont également été observés chez les plants de soja.

4.5. Sur PInhibition de la photosynthese

Le Cu excessif interfere avec la composition des membranes chloroplastiques et thylakoides,
ce qui peut induire un stress oxydatif dans les cellules végétales et réduire la teneur en
pigments photosynthétiques et en porteurs d'électrons, inhibant ainsi le transfert d'électrons
dans la photosynthése (Gonzélez-Mendoza et al., 2013; Vassilev et al., 2003). Le jaunissement
des feuilles est I'un des principaux signes d'empoisonnement au Cu, et Hossain et al. (2020)
ont observé une diminution significative de la teneur en pigments photosynthétiques, tels que
la chlorophylle a, la chlorophylle b et les caroténoides, apres le traitement des lentilles (Lens
culinaris) avec 3 mM de sulfate de Cu (CuSO4). (Panou-Filotheou et al., 2001) ont rapporté
que la toxicité du Cu (17-25,5 mM) réduisait significativement le volume et le nombre de
chloroplastes. De plus, les thylakoides du grana dégénérent et gonflent sous le stress du Cu, et
il y a souvent une teneur élevée en globuline dans les plastes.

Le Cu joue un role important dans le transport d'électrons médié par le photosysteme Il
(PSII) des plantes, qui est implique dans la photolyse des molécules d'eau dans les cellules
photosynthétiques. Cependant, des concentrations élevées de Cu peuvent affecter I'efficacite
du complexe de récupération de la lumiere Il (LHCII) ou PSII. Des concentrations élevées de
Cu dans l'argousier (Hippophaerhamnoides) ont principalement affecté la photosynthése en
inhibant le centre de réaction PSII. Le traitement avec 23 mM de Cu a inhibé I'activité du PSII
en réduisant directement la teneur en chlorophylle, ce qui a entrainé une photosynthese
inefficace (cambroli¢et al., 2015). Cu a inhibé le transport d'électrons de PSII & une concentration
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de 75-150 uM, ce qui, a son tour, a affecté la composition de la membrane thylakoide des
algues noires (Audouinellaspp.) (Q. Xu et al., 2013). Par conséquent, des quantités excessives
de Cu peuvent réduire la photosynthése des plantes en inhibant la biosynthése de la
chlorophylle et le PSII, affectant ainsi négativement les plantes. Par conséquent, il est crucial
de contrdler strictement I'équilibre du Cu dans les plantes.

5. Mécanismes de d’adaptation et de tolérance du cuivre dans les plantes.

Le mécanisme de détoxification et de tolérance du Cu chez les plantes se produit
principalement par l'induction de I'expression de génes fonctionnels spécifiques et la
production d'anti-oxydants (Kapoor et al., 2019). Sous le stress du Cu, une grande quantité de
ROS sera produite dans les plantes, et il existe trois mécanismes pour maintenir le niveau
optimal d'homéostasie du Cu et des ROS (C. Zhang et al., 2016). La premiére consiste a
réduire ou a empécher les racines d'absorber le Cu en chélatant ou en précipitant les ions Cu
par les exsudats de racines de plantes. La seconde consiste a induire I'expression de génes liés
a l'absorption et au transport du Cu pour réduire la concentration d'ions Cu intracellulaires,
contrélant ainsi la production de ROS médiée par le Cu. Enfin, différents types d'antioxydants
éliminent les ROS excédentaires pour diminuer les effets toxiques du Cu.

5.1. Transduction du signal de stress par les phytohormones.

Les plantes synthétisent une variété d'hormones telles que I'acide abscissique (ABA), les
brassinostéroides, la mélatonine ou I'acide indole acétique (IAA) lorsqu'elles sont soumises au
stress du cuivre (Vazquez et al., 2013). Ces hormones vegétales sont liées aux réactions de
signalisation et de défense induites par les métaux. Pendant I'exposition au cuivre, une
augmentation de I'émergence des pousses et de la production de biomasse végétale a été
observée chez les plants de moutarde, qui sont traités avec du 24-épi-brassinolide (EBL ; 10—
7,10 —9 et 10—11 M) pendant 8 h (P. Sharma et Bhardwaj, 2007). De plus, I'EBL a bloqué
I'absorption et I'accumulation de Cu dans les plants de moutarde.

Les semis de radis génerent une résistance au cuivre aprés un traitement EBL de 10—7 M
sur les graines. De plus, la croissance des racines et des pousses augmente (S. P. Choudhary
et al., 2010). Les concentrations endogénes d'AlA et d'ABA augmentent chez ces plants de
radis traités par EBL. Les activités enzymatiques antioxydantes, la proline, I'AsA, le phénol
total et la phytochimélatine sont augmentés ; ainsi, le stress oxydatif est soulagé. La capacité
antioxydante et I'activité de piégeage des radicaux libres des plants de radis traités par EBL
ont également été étudiées (S. P. Choudhary et al., 2012). Le traitement par EBL améliore la
croissance des semis, les niveaux d'antioxydants et les activités enzymatiques (GPOX, CAT,
SOD et GR) et les capacités de piégeage des radicaux libres et réduit les dommages
membranaires chez les semis. Le rdle de I'application combinée de I'hnomobrassinolide et de
I'H202 sur les feuilles des plants de haricot mungo soumis au stress du cuivre a été étudié
(Fariduddin et al., 2014). L'homobrassinolide et/ou I'H202 appliqués de maniére exogene
atténuent la toxicité du cuivre chez le haricot mungo et suggérent leur r6le dans le maintien de
I'noméostasie du cuivre chez ces plantes.

De plus, la biosynthése de la putrescine est améliorée sous les feuilles de blé stressées au
cuivre (Groppa et al., 2007). L'augmentation de la concentration de putrescine est due a
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I'activité accrue des enzymes ornithine décarboxylase et arginine décarboxylase. Chen et al.
(2013) ont rapporté que la putrescine exogéne agissait comme un messager chimique, induisait
plusieurs enzymes antioxydantes (CAT, APX et POD) et piégeait I'H202 chez
Populuscathayana qui était exposé au stress du cuivre. La co-application d'EBR et de Spd est
tres efficace pour detoxifier le Cu chez les plantes (S. P. Choudhary et al., 2012) L'application
combinée d'EBL et de spermidine sur des plants de radis affecte I'expression génique des
enzymes de syntheése de I'acide phosphatidique, le métabolisme de I'AlA et de I'ABA ; ainsi,
la tolérance au stress du Cu dans les plants de radis est améliorée. (Munzuroglu et al., 2008)
ont enregistré des augmentations significatives de la teneur en ABA des graines de blé
soumises a la toxicité du cuivre. Dans une autre étude, Zengin & Kirbag, (2007) ont enregistré
que le stress du cuivre augmente la teneur en ABA dans les plants de tournesol.
L'augmentation de I'ABA diminue la transpiration ; ainsi, le transport des ions cuivre des
racines aux pousses est entravé. De méme, Ku et al. (2012) ont rapporté que l'augmentation
de I'ABA dans les feuilles de tabac, induite par le Cu, réduit le transport de I'eau et diminue
I'efficacité de I'absorption des métaux. La mélatonine est I'une des hormones qui s'accumule
pendant le stress. La mélatonine joue un réle dans de multiples processus de développement
des plantes et diverses réponses au stress (Tan et al., 2012). Posmyk et al. (2008)ont rapporté
que I'application de mélatonine exogene améliorait le stress du cuivre chez les semis de chou
rouge. Les plants de pois traités a la mélatonine survivent sous toxicité du cuivre par rapport
aux plants non traités (Tan et al., 2007).

L'auxine controlant I'allongement primaire des racines augmente la formation de racines
latérales et le nombre de poils radiculaires affectant les réponses des plantes aux contraintes
métalliques (Yuan et al., 2013). La contrainte du cuivre inhibe I'élongation primaire des
racines. La redistribution de l'auxine médiée par le Cu est responsable de l'inhibition de
I'élongation primaire des racines qui est médiée par PIN1, mais pas par PIN2 ou AUX1(H. M.
Yuan et al., 2013). Pendant le stress du cuivre, une réduction du géne DR5 promoteur sensible
a l'auxine est observée au niveau des mérites racinaires primaires d'A. thaliana, qui sont
exposés a des concentrations élevées de cuivre. Cependant, I'accumulation de DR5 juste au-
dessus de I'apex racinaire pourrait provoquer la formation de racines latérales. Cela pourrait
également étre impliqué dans la formation de poils racinaires dans la zone adjacente aux
extrémitésracinairestraitées au Cu 2p d'A. thaliana (Lequeux et al., 2010).

Les plantes synthétisent I'éthylene, en fonction de l'intensité des contraintes des métaux
lourds (Schellingen et al., 2014). Mertens et al. (1999) ont signalé une augmentation de la
production d'éthyléne chez des plants d'A. thaliana agés de 7 jours exposés a 25-500 mM de
Cu pendant jusqu'a 6 h. Cependant, Lequeux et al. (2010)n'ont observé aucun effet du stress
de 24 h sur le cuivre (50 mM) sur la production d'éthyléne dans les usines d'A. thaliana. lls
ont suggéré que I'éthylene n'est pas impliqué dans la réorganisation de I'architecture racine a
long terme.

De plus, Groppa et al. (2003)ont signalé une augmentation de la production d'éthyléne dans
les feuilles de blé et de tournesol agées de 4 semaines apres 14 h d'exposition a 1 mM de Cu..
L'exposition a des concentrations élevées de cuivre (50—-400 mM) pendant une courte période
(24 h) induit différemment la production d'éthyléne dans diverses parties de la plante d'A.
thaliana (Arteca et Arteca, 2007). Hego et al. (2014) ont rapporté que certaines protéines
impliquées dans la biosynthése de I'éthyléne, par exemple la 1-aminocyclopropane-1-
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carboxylate synthase, la protéine de type ETO et la S-adénosylméthionine synthétase (SAMS)
sont surexprimées dans les racines d'Agrostis capillaris, en particulier a des expositions de 5
mM Cu et 1 mM Cu.

Les expressions géniques de la 1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase (ACS) qui
catalyse la production de l'acide 1-aminocyclopropane-1-carboxylique a partir de la S-
adénosyl-L-méthionine et de la 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxydase qui catalyse la
conversion de la 1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase en éthylene ont été étudiées
dans des semis de Brassicaoleraceaexposes au stress du cuivre. Les expressions des deux
enzymes importantes de la biosynthése de I'éthylene, I'ACS1 et la 1-aminocyclopropane-1-
carboxylate oxydase 1, sont induites par 2,5 mM de traitement au CuCI2. Par consequent, les
ions cuivre se sont révélés étre un inducteur trés efficace de la biosynthése de I'éthyléne
(Jakubowicz et al., 2010). L'éthylene, ainsi que d'autres hormones végétales, peuvent
contribuer a I'inhibition de la croissance et a des malformations de I'architecture racinaire
pendant le stress lieé au Cu. Ces réponses régulées par I'éthyléne sont médiées a la fois par
I'accumulation de ROS et/ou la signalisation de ROS. Les plantes ont des barrieres
antioxydantes contre les attaques ROS. Un systéme antioxydant est connu pour étre induit par
I'éthyléne sous différents stress de métaux lourds tels que Ni et Zn (M. I. Khan & Khan, 2014),
cependant, il n'y a pas d'étude sur les effets de I'éthyléne sur les enzymes antioxydantes des
plantes stressées par le cuivre (Igbal et al., 2013).

5.2. Les exsudats racinaires

Les exsudats racinaires font référence a diverses substances sécrétées par les plantes dans les
substrats de croissance a travers le systeme racinaire au cours du processus de croissance.
Les exsudats racinaires peuvent modifier les propriétés physiques, chimiques et biologiques
de la rhizosphere et améliorer ou atténuer I'état de croissance des plantes dans des conditions
d'empoisonnement aux métaux lourds, ce qui permet aux plantes de s'adapter aux
changements de I'environnement extérieur. Les exsudats racinaires sont a peu pres divisés en
trois catégories : (1) les substances qui diffusent ou fuient des cellules racinaires, telles que
les sucres, les acides aminés et les vitamines ; (2) les métabolites qui sont activement sécrétés
par les cellules racinaires, telles que les enzymes, les hormones, les phénoliques et les acides
organiques ; et (3) les substances qui sont produites par la décomposition bactérienne apres
que les résidus végétaux ont été éliminés ( Liu et al., 2007).

Lyubenova et al. (2013) ont constaté une augmentation des teneurs en acide oxalique, en
acide malique, en acide acétique et en acide tartrique sécrétées par les racines de la queue de
chat a feuilles larges (Typha radix) sous stress Cu. La teneur en ions Cu dans les tissus
veégétaux était proportionnelle a la teneur en acides organiques de faibles poids moléculaires
dans le sol de la rhizospheére. Les métaux lourds peuvent également former des composés
stables avec des groupes fonctionnels, tels que les groupes amino, carboxyle et hydroxyle,
de I'histidine et de la proline (Pro), qui les détoxifient de maniere agressive (Jin & Wang,
2019). Une analyse des profils d'acides aminés a montré que sous stress Cu, les teneurs en
acides aminés libres, tels que Pro, cystéine (Cy), alanine et acide aspartique, augmentaient
chez les plants de moutarde (Brassicaspp.) (P. Yadav et al., 2018). Une étude réalisée par
Zhu a révélé que l'application exogéne d'acide B-aminobutyrique activait le systeme
enzymatique antioxydant du tabac (Nicotiana spp.), augmentait la teneur en glutathion,
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régulait I'expression des genes transporteurs d'ions métalliques et améliorait la capacité du
tabac a résister au stress du Cu ( Zhu, 2014).

5.3. Changements ultra-structuraux dans les plantes.

L'interaction des métaux vegétaux au niveau cellulaire est devenue inévitable pour
comprendre la distribution et les changements ultra-structuraux induits par les métaux
lourds a l'intérieur de la cellule. La microscopie électronique a transmission (Met) est une
technique merveilleuse pour comprendre la toxicité et la tolérance des plantes aux métaux
lourds dans les sols ou le milieu de leur croissance (J. Chen et al., 2014, 2015; Hong-yun et
al., 2005). Chen et al. (2015) ont observé une paroi cellulaire irréguliére et épaissie chez
Phyllostachyspubescens sous contrainte de Cu dans les milieux en solution. Dans la méme
espéce, en réponse a la toxicité du Cu, les auteurs observent une distorsion des
mitochondries, du noyau et du cytoplasme moins dense. Des changements ultrastructuraux
induits par le Cu sont également signalés chez Brassicanapus L. (L. Li et al., 2018). Un
changement dans la structure des cellules du mésophylle foliaire apparait également dans la
plante sous stress Cu. Une distorsion de la thyllakoide se trouve dans la plante lors de
I’exposition au Cu avec un chloroplaste gonflé contenant de gros granules d'amidon. En
géneral, les plantes exposées aux meétaux ont plus de plastoglobules que les plantes témoins
non exposees. Les modifications ultra-structurales observees dans les extrémités des racines
comprennent des organites endommagés, un noyau deformé, des vacuoles élargies et une
paroi cellulaire rugueuse. Lee et al. (2008) ont appliqué la met pour visualiser les dép6ts
denses en électrons de particules de Cu nano dans les vacuoles des tissus racinaires et la
méme chose comme moyen de séquestration de Cu par les plantes. L'analyse met révele des
changements ultra-structuraux dans les tissus racinaires d'Allium sativum exposés au Cu (
Liu et Kottke, 2004). Les études TEM ont permis aux auteurs de révéler que la formation
accrue de vésicules et de vacuoles, la lyse membranaire, le noyau déformé, les nucléoles, la
disparition des ribosomes et la réduction des crétes mitochondriales en tant que
caractéristiques structurelles internes dans les cellules corticales des plantes exposées a un
exces de Cu. De méme, les études TEM démontrent que le métal cause des dommages
prononceés au chloroplaste foliaire et aux organites racinaires d'ElsholtziaSplendens exposés
a un exces de Cu dans le milieu de croissance (Hong-yun et al., 2005). L'imagerie TEM
révele une désorientation du chloroplaste avec des réseaux thyllakoides perturbés dans les
cellules foliaires d'Eclipta alba (L.) Hassk(Chandrasekhar et Ray, 2017) et Salix purpurea
(Hakmaoui et al., 2007), Kang et al. (2015), en utilisant I'imagerie met, décrit la capacité
d'hyperaccumulation de Cu des semis de ricin. Dans I'ensemble, le test met semble étre un
moyen important de comprendre les changements ultra-structuraux des plantes en relation
avec la toxicité des metaux lourds et le mécanisme de détoxification.

5.4. Implication de la Proline : Liberation et métabolisme

La proline, un acide aminé, est un indicateur permettant d'évaluer la réponse métabolique
de la plante au stress lié au Cu. La proline agit comme un osmorégulateur chez les plantes
soumises a un stress abiotique, y compris les métaux lourds. Colobanthusquitensis présente
une augmentation dose-dépendante de la teneur en proline lorsqu'il est exposé au Cu dans
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des milieux en solution (Cuba-diaz et al., 2017). L'accumulation de proline est une réponse
adaptative des plantes aux stress. On pense que la proline est une molécule régulatrice ou
signal activant certaines réponses physiologiques et moléculaires (Szabados & Savoure,
2010). Les plantes exposées a un exces de cuivre accumulent de la proline dans leurs tissus
(Ku et al., 2012). Selon ces auteurs, le role fonctionnel de la proline comprend une défense
antioxydante en atténuant les dommages causés par les espéces réactives de l'oxygene
formées dans les cellules en raison de la présence de métaux lourds. De plus, la proline aide
a la détoxification des métaux en fournissant une protection par chélation du Cu dans le
cytoplasme et osmoregulation (Cuba-diaz et al., 2017). Le mécanisme d'accumulation de la
proline est lié & une synthése accrue, a une diminution du catabolisme ou & une dégradation
accrue des protéines (Kavi Kishor et al., 2005). La proline est synthétisée dans les plantes
supérieures a partir du glutamate via des réactions, qui sont catalysées par la pyrroline-5-
carboxylate synthétase (P5CS) et la pyrroline-5-carboxylate réductase. La proline peut
également étre formée par transamination de l'ornithine en proline-5-carboxylate par
I'ornithine amino transférase. Le catabolisme de la proline dans les cellules végétales se
produit par la proline déshydrogénase (PDH) et la pyrroline-5-carboxylate déshydrogénase
(Monteoliva et al., 2014). Une activité accrue de P5CS et une accumulation de proline ont
été rapportées dans des plants de tabac stressés au cuivre cultivés en pots (H. M. Ku et al.,
2012) . De plus, une activité pyrroline-5-carboxylate réductase plus élevee dans les feuilles
de riz détachées exposées au Cu a été observée ( Chen et al., 2001). La stimulation de
I'activité de P5CS chez les plantes de Triticumaestivum sous un exces de cuivre provenait de
I'activation du gene P5CS (Tripathi et al., 2013). L'accumulation de proline dans les plantes
de T.aestivumsous toxicité du cuivre provient principalement de la contribution de la
synthése de proline a base de glutamate, car I'activité relativement plus lente de l'ornithine
amino transférase par rapport aux activités de la P5CS et de la pyrroline-5-carboxylate
réductase a été déterminée dans les feuilles de T. aestivumsous exces de cuivre. La
contribution du catabolisme de la proline a I'accumulation de proline dans les plantes traitées
au cuivre a également été démontrée par certaines études évaluant I'activité de la PDH. Une
inhibition de l'activité de la PDH dans les plantes de T. aestivumtraitées au cuivre a été
rapportée (B. N. Tripathi et al., 2013). Il est suggéré que la diminution du catabolisme de la
proline contribue a I'accumulation de proline chez diverses plantes (Mani et al., 2002). De
méme, Wen et al. (2013) ont également signalé que le prétraitement au peroxyde d'hydrogéne
(H202) augmentait I'accumulation de proline dans les semis de mais doux sous stress de
cuivre. L'augmentation de la teneur en proline était liée a I'induction des voies de I'ornithine
et du glutamate et a la réduction de la voie de la PDH. L'augmentation induite par le stress
du cuivre des niveaux de proline et de NO chez Chlamydomonas reinhardtiia indiqué que
cette géenération de NO intracellulaire était impliquée dans I'accumulation de proline induite
par le Cu et la signalisation basée sur une activité accrue de P5CS et une expression regulée
a la hausse du géne P5CS dans les algues traitées au Cu aprés un traitement au nitroprussiate
de sodium (SNP) (Rejeb Ben et al., 2014). La proline est également connue pour étre un
piégeur de ROS comme les enzymes antioxydantes et les antioxydants non protéiques (acide
ascorbique (AsA) et glutathion (GSH)). Un résultat bien connu de la contrainte du cuivre est
la formation de ROS. Les plantes sont équipées d'un systéeme de défense antioxydant pour
faire face aux ROS. Cette partie du chapitre abordera les effets du cuivre sur un systéeme
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antioxydant. La proline joue divers rbles dans des conditions de stress des métaux lourds
chez les plantes, telles que la stabilisation des protéines cellulaires, des membranes et des
structures sous-cellulaires contre les dommages oxydatifs et I'activité de piégeage des
radicaux libres ( Kaur et Asthir, 2015; Rejeb Ben et al., 2014). De plus, le taux accru de
biosynthese de la proline a I’intérieur de la cellule stabilise 1’équilibre redox et I'noméostasie
cellulaire. Selon Lin et Kao (2007), une augmentation de I'accumulation de proline peut
également étre due a I'hydrolyse des protéines, a une diminution de l'activité de la proline
déshydrogénase ou a une diminution de l'utilisation de la proline. Un rapport similaire sur
I'augmentation de I'accumulation de proline est rapporté chez les plantes, y compris les clones
de peuplier (Kebert et al., 2017). L'effet de I'augmentation de I'offre de Cu dans le milieu de
croissance a un effet stimulant sur la teneur en proline des plantes (Al-hakimi et Hamada,
2011; Chandrasekhar et Ray, 2017). En géneral, I'évaluation de la proline aide a comprendre
la capacité des plantes a tolérer la toxicité des métaux lourds.

5.5. Composés phénoliques

Les flavonoides et autres composés phénoliques servent de bio-indicateurs chez les plantes
exposées au Cu. Selon Manan et al. (2015), les flavonoides et les composés phénoliques ont
un réle bénéfique dans les plantes pour atténuer la toxicité du Cu. lls agissent comme de bons
piégeurs du peroxyde d'hydrogéne hautement toxique en raison de son potentiel de réduction.
Manan et al. (2015) ont également observé une augmentation de la teneur en flavonoides et
en phénols chez Nephrolepisbiserrataexposee a un excés de Cu dans les sols. Chez
SalixviminalisL. cultivé en conditions hydroponiques, la teneur phénolique totale augmente
avec une augmentation de I'exposition au Cu. Cela peut étre d0 au fait qu'a de faibles
concentrations de Cu, les composés phénoliques étant des composés structuraux, améliorent
la lignification de la paroi cellulaire chez les plantes. Ainsi, la production de composés
phénoligques sert de mécanisme de défense supplémentaire dans les plantes pour surmonter
le stress métallique obtenu par immobilisation des ions métalliques. Dans Cu exposé
Withaniasomnifera L. les composés phénoliques jouent un role positif dans le soulagement
de la toxicité du Cu (Khatun et al., 2008). Les changements induits par le cuivre dans la
teneur phénolique de Pinus sylvestris L. montrent une réponse antagoniste additive du Cu
dans la plante (Roitto et al., 2005). Diaz et al. (2001) décrivent une augmentation de la teneur
phénoligue de Capsicum annuum sous stress de Cu dans les milieux nutritifs.
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Plan de travail

Ce chapitre est composé de plusieurs expérimentations élémentaires rapportées en quatre
parties.

Partie I : Isolement et caractérisation des Pseudomonas rhizospheriques des sols oasiens.

Partie II : Effet de cuivre et d’inoculation par Pseudomonas sur la germination de la feve
Vicia faba.

Partie IIT : Effet de salinité et d’inoculation avec des isolats de Pseudomonas sur la
germination de la féve Vicia faba.

Partie IV : Role de I’inoculation par des Pseudomonas Rhizosphériques dans la promotion de
croissance de Vicia faba sous conditions de stress salin et cuprique.

. Isolement et caractérisation des Pseudomonas rhizospheriques des sols oasiens

1. Echantillonnage

Quatorze échantillons du sol ont été préleves a partir des rhizospheres des céréales (BIé, orge
et Sorgho) a partir des oasis et palmerais d’Adrar (27°56'23.1"N 0°19'09.5"W). 2509 de sol
et racines ont été prélevés dans des conditions aseptiques, puis transportés au laboratoire pour
I’analyse.

2. lsolement et purification des Pseudomonas

Des isolats bactériens ont été obtenus a partir des échantillons de sol parla technique de
suspension-dilutions. 0.1 ml de chaque dilution a été ensemencéen surface sur milieu King B
gélosé (King et al., 1954) mis dans des boites de Pétri . Aprés I’incubation a une température
de 28+ 2 °C pendant 48h, les colonies présentant unpigment fluorescent diffusible dans le
milieu ont été sélectionnées, ensuite purifieés surgélose King B.

3. Caractérisation des isolats

Les isolats sélectionnés ont été identifié par une étude macroscopique des colonies (aspect,
forme, taille et couleur) puis par une étude microscopique aprés une coloration de Gram. Les
bactéries de formesbacillaires a coloration de Gram négative ont subi un test de recherche
d’oxydase et de catalase pour sélectioner legroupe de Pseudomonas.

Un ensemencement sur un milieu gélosé King A a été réalisé pour distinguer les isolats de
Pseudomonas aeruginosa des autres especes fluorescentes de Pseudomonas.
3.1. Test d’antagonisme

Afin d’examiner le pourvoir antagoniste des isolats fluorescents de Pseudomonas, la souche
antagoniste de Pseudomonas a été ensemencee en un seul trait a la surface de gélose nutritive.
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Aprés incubation pendant 48h a 28+ 2 °C. Les souches cibles (4 bactéries et 2 champignons)
ont été ensemencées perpendiculairement a Pseudomonas. La lecture des résultats se fait en
mesurant la distance d’inhibition entre les bordures de la souche cible et de Pseudomonas
(Vidhyasekaran et al., 1997 in MEZAACHE, 2014).

3.2. Production et caractérisationdes meétabolites secondaires

Les isolats de Pseudomonas fluorescents ont été mis en culture pour la production de trois types
de métabolites secondaires : la pyoverdine, la pyocyanine et la phénazine.

3.2.1. Production et extraction de pyoverdine

Des cultures de Pseudomonas ont été effectiées en tubes a essai contenant 10 ml de milieu
King B liquide, puis incubées & une temperature de 28+2 °C pendant 72 heures, L’extraction
a été faite suivant la méthode décrite par Meyer et Abdallah (1978), aprés 1’incubation, les
cultures ont été centrifugées a 6000 tr/min pendant 15 min a 4°C, puis acidifié a pH=2 avec
de I'HCI 6N, et les surnageants ont été récupérés. La phase organique a été ensuite mélangée
avec du diéthyl-éther (2 volumes/3 volumes), soigneusement agitée et laissée a décanter
pendant environ 3 heures. La phase organique contenant la pyoverdine a été filtrée a travers
un filtre en nitrocellulose de 45 pm. Ensuite, le filtrat a étémélangé avec du
phénol/chloroforme (2 volumes/1 volume) et évaporé sous vide a l'aide d’un évaporateur
rotatif.

3.2.2. Production et extraction de la pyocyanine

Les cultures de production ont été placées dans des tubes a essai contenant 10 ml de milieu
King A liquide, puis incubées a une température de 30 + 2°C pendant 72 heures .Aprés
I'incubation, la culture a été centrifugé a 10000 tr/min pendant 15 minutes. Le surnageant
contenant la pyocyanine a été soigneusement mélangé avec un volume égal de chloroforme
pour l'extraction du pigment bleu. La pyocyanine extraite au chloroforme a été purifiée avec
de I'acide chlorhydrique 0,1 N, suivie de soude caustique 1 N, jusqu'a ce que la couleur de la
solution passe du rose foncé au bleu-vert. Ensuite, la solution a été filtrée pour obtenir une
solution bleu-vert claire de pyocyanine, qui a été a nouveau extraite dans le chloroforme.
Aprés I'extraction, le chloroforme a été évaporé et la pyocyanine a été recueillie (Raji El
Feghali et Nawas, 2018).

3.2.3. Production et quantification de phénazine

Pour la production de phenazine, I’isolat a été ensemencé et incubé dans des tubes a essali
contenant 5 ml de milieu King B liquide a 30°C pendant 24 h, puis versés dans des
Erlenmeyers de 250 ml contenant 100 ml de milieu NBY (Nutrientbrothyeastextract) liquide
afin de stimuler la production des substances phénaziniques in vitro. Les cultures ont été mises
en incubation a 30°C pendant 72 h, sous agitation permanente de 180 tr/min.Apres 48 h
d’incubation, 1’extraction des phenazines, a été faite selon la méthode décrite par (. Smith et
Willis, 1970). Les cultures ont été centrifugéesal0000tr/minpendant20mn,le
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surnageantaétéacidifiéapH2par I’HClconcentréafind’éliminerlesprotéines,puisadditionné de
I’acétate d’éthyle (1v/1v). 100 ml de phase organique, a été additionnée de 0,5g de sulfate de
magnésium et filtrée a travers un papier Waltman, ensuite évaporée sous vide. Le
substratextraitsous forme de gomme a été diluée dans le méthanol pour des
analysesultérieures.

? (ZJpyocyanine Centrifugation () g traction au

produite chloroforme .%

A A

Acidification A H C

@ tralisation a
L4 NaOH

Figure 1: Chaine de production et d’extraction de pyocyanine.

_

@ Culture de

production

@ Evaporation

3.3. Caractérisation et identification des métabolites secondaires.

3.3.1. Par spectrophotomeétre UV-Visible :

Un volume de 20 pl de I’extrait de chaque métabolite a été dilué dans 2 ml d’un solvant puis
analysépar un spectrophotométre a une longueur d’onde allant de 800 a 200 nm.

3.3.2. Par chromatographie sur couche mince (CCM).

L’analyse des extraits par chromatographie en couche mince (CCM) est faite pour fractionner
I'extraitet vérifier sa pureté. Un volume de 20 uL a été déposésur la plaque a gel de silice, et
la phase mobile a été composée de chloroforme/acétate d'éthyle (1:1). Apres la migration et
I'évaporation du solvant, les plaques ont été examinées sous UV a 365 nm. Les bandes ont été
identifiées et les rapports frontaux (Rf) ont été calculés suivant 1’équation au-dessous :

Rf= Distance parcourue par la substance / Distance parcourue par le front du solvant

3.3.3. Par Spectrometre Infrarouge a Transformée de Fourier FTIR

La technique de I'analyse infrarouge a transformation de Fourier (FTIR) a été utilisée pour
reconnaitre la structure des groupes des fonctions desextraits.

Principe: La spectroscopie infrarouge est une méthode d'analyse spectrale qui se fonde sur
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I'étude des vibrations des atomes et des molécules lorsqu'ils interagissent avec des rayons
infrarouges. Cette approche permet de caractériser les groupes fonctionnels présents dans des
composés organiques, inorganiques, cristallisés ou amorphes. Elle offre également la
possibilité d'identifier des substances inconnues en les comparants aux spectres d'absorption
infrarouge de références.

Une quantité de 0,1 mg de chaque échantillon (I'extrait de phénazine, la pyocyanine et la
pyoverdine) dissoute dans du méthanol a été minutieusement mélangée avec 180 mg de
bromure de potassium (KBr). Par la suite, le mélange a été chauffé dans une étuve a 110°C
afin de supprimer toute trace d’humidité, avant d'étre transformeé en pastilles trés fines d'un
diametre de 13 mm grace a l'utilisation d'une presse hydraulique uni-axiale (pression : 0,5
tonne/cm?). Un rapport de 0,1/180 entre I'échantillon et le KBr a été maintenu pour obtenir
des spectres bien définis et prévenir le chevauchement des pics. Les spectres d'absorption ont
¢été enregistrés dans la plage du moyen infrarouge, couvrant des nombres d'ondes (v = 1/A)
compris entre 400 cm-* et 4000 cm-*

3.3.4. Analyse RMN des protons des metabolites purifiés.

Les résultats en spectroscopie RMN (Résonance Magnétique Nucléaire), sont représentés par
un spectre RMN, un graphique qui illustre I'intensité des signaux de résonance magnétique
nucléaire en relation avec la fréquence ou la chimie des noyaux atomiques présents dans un
échantillon. Chaque pic ou pic doublet, etc., dans le spectre RMN représente un ensemble de
noyaux atomiques ayant des caractéristiques chimiques et magnétiques similaires.

L’analyse d’RMN des protons a été réalisée en utilisant le solvant diméthylsulfoxyde
(DMSO). Chaque échantillon de métabolite a été dissous dans 0,75 ml de DMSO et injecté a
travers un tube RMN de 5 mm de diamétre extérieur pour enregistrer la résonance magnétique
nucléaire (RMN) des protons (1H) a 70 eV. (Hussien et al., 2013).

3.4. Activité antimicrobienne

3.4.1. Effet antimicrobien des extraits de pyoverdines purifiés

Pour vérifier I’effet inhibiteur des extraits de pyoverdine des isolats OA44, OA45, OA47,
OB13 et OB14, Un volume de 20 pl de I’extrait a été utilisé pour imbiber des disques de
diffusion de 5 mm.A 1’aide d’une pince, les disques ont été placées aseptiquement sur des
géloses nutritives ensemencées précédemment en surfaces par six souches antagonistes.

3.4.2. Effet antibactérien de pyocyanine et des phénazine extraites de I’isolat
OA47.
Des disques de diffusionont été imbibés avec deux concentrations (10 et 50mg) des extraits de
pyocyanine ou de phénazine de 1’isolat le plus antagoniste OA47 afin d’examiner leur effet
antibactérien. Les disques ont été déposés sur une gélose nutitive en boite dePétri ensemencées
prélablement par les souches sur une des six souches cibles.
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3.5. Examen de résistance a la salinité :

Les isolats de Pseudomonas fluorescentsOA44, OA45, OA47, OB13, OB14, PSB66, PSB16,
PSB3, PSB58 et SHA2lont été cultivés dans un milieu King B liquide additionné de
différentes concentrations de NaCl (0 mM 50 mM, 100 mM et 150 mM). Aprés une incubation
a une température de 28+ 2 °C durant 48 h,la quantification de la croissance a été mesurée par
spectropotométire a 620 nm (Rojas-Tapias et al., 2012).
Pour les isolats PSB66, PSB16, PSB3, PSB58 et SHA21 Les résultats ont été analysées par
Statbox 6.4.en ANOVA avec un plan bifactoriel, la comparaison des moyens a travers le test
de Studer et Ficher avec une valeur de P=0.05.

3.6. Examen de résistance au cuivre :

Letestderésistanceaucuivreaétéréalisé par I’ensemencement des isolats OA44, OA45, OA47,
OB13 et OB14 dans des tubes contenants 10 ml de milieu King B liquide additionné par
différentes concentrations de CuSOxs (0, 2,5, 5 et 10 mM), et incubées a une température de
28+ 2 °C pendant48h. La croissance bactérienne a été exprimée en valeur d’absorbance a 620
nm (Rojas-Tapias et al., 2012).

3.7. Production de I’AIA.

Suivant la méthode décrite par Loper et Schroth (1986), des cultures de Pseudomonas ont
étéréalisées dans des tubes contenants 5 ml de  milieuKingBliquideadditionné de
0.1%detryptophane, ensuite incubées a 28+ 2 °C pendant 24 h. Apres incubation, les cultures
ont été centrifugés a 10000 tr/min pendant 15 minutes, puisfiltrés a 1’aide d’un filtre millipore
de 0,22 um.1 ml du surnagent a été ajouté a 2 ml de solution de Salkowski (2% de solution
Felz a 0.5M + 98% d’acide perchlorique a 35%, 1v :50v). Les solutions ont ét¢ mises a
I’obscurité pendant 25 minutes, le changement de la couleur vers le rose indique la production
de I’AIA.

3.7.1. Effet de salinité et de cuivre sur la production de ’AIA dans des milieux
liquides :

Des tubes contenants 5ml de milieu KB liquide ont été additionés de 1% de tryptophane et de
différentes concentrations de NaCl (0, 50, 100 et 150 mM) ou de CuS0O4, 5H.0 (0,2.5,5 et10
mM). Ces tubes ont été ensemencés par des cultures de 24 h des isolats de Pseudomonas : OA44,
OA45, OA47, OB13 et OB14 ajustées a 0.5 McF,Aprésl’incubation a une température de28+ 2
°C pendant 48 h, les cultures ont été centrifugés a 10000 tr/min pendant 15 minutes et filtrés
a I’aide d’un filtre millipore de 0,22 um. Ensuite 1mldusurnagentestajoutéa2mldesolution de
Salkowski et mises a 1’obscuritépendant 25minutes. Lesmesures des concentrations de I’AIA
ont éteeffectuepar un spectrophotometreUV-Visible, a 530 nm.L’estimation de concentration
a été faitea traves |’ établissement d’une courbe d’étalonnage dans un intervalle de 0 a 100 mg/1
d’AlA.
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3.7.2. Effet de tryptophane, du pH et la température sur la production de
PAIA

Une culture de 24 heures de 1’isolat OA47 a été ajustée a 0,5 McFarland, puis inoculées dans
des tubes contenant 5 ml de milieu liquide King B, additionné de trois concentrations de
tryptophane 50, 100 et 150 mg/I. Les tubes de chaque groupe de tryptophane ont également été
ajusteés sur trois niveaux de pH 5.8, 7 et 8.2. Les tubes ont été incubés aux trois classes de
température 25, 30 et 39 °C pendant 48 heures. Aprés I’incubation, les cultures ont été
centrifugées a 10 000 tr/min pendant 15 minutes et filtrées a l'aide d'un filtre Millipore de 0,22
pm. Ensuite, 1 ml du surnageant a été mélangé avec 2 ml de solution de Salkowski et maintenu
dans l'obscurité pendant 25 minutes. La quantification des concentrations d'lAA a été réalisée
a l'aide d'un spectrophotomeétre a DO 530 nm, en se référant a une courbe d'étalonnage établie
dans une plage allant de 0 a 100 mg/l d'1AA.

3.8. Production de I’acide cyanhydrique HCN

La potentialité de production de 1’acide cyanhydrique (HCN) a été testée par la méthode de
Soltani et al. (2012), les isolats OA44, OA45, OA47, OB13 et OB14ont été ensemencé par
¢talement en surface d’une gélose nutritive additionné de 4,4 g/l de glycine. Un papier filtre
wattman imbibé dans une solution de détection (Na2COs a 2% et 1’acide picrique a 0,5%) a
été déposé sur le couvercle de la boite, ensuite les boites ont été scellées avec du parafilm et
incubées a 28+ 2 °C pendant 72 h. Le changement de la couleur en orange-marron indique la
production de I’acide cyanhydrique.

3.9. Solubilisation de phosphate:

La capacité des isolats a solubiliser le phosphate a été évaluée par I’ensemencementen touches
des isolats OA44, OA45, OA47, OB13 et OB14 sur le milieu gélosé de
Pikovskaya(Pikovskaya, 1948) (Annexe II). Aprés I’incubation a 28+ 2 C° pendant 7 jours,
I’apparition d’un halo transparent autour des colonies indique le pouvoir de solubilisation du
phosphate par 1’isolat bactérien. Les diamétres des colonies et des halos ont été mesurés, les
résultats ont ensuite été exprimées en efficacité de solubilisation (ES) calculé selon Nguyen et
al. (1992) en utilisant la formule suivante :

ES = diamétre de solubilisation + diamétre de croissance.
4. Identification moléculaire de I’isolat OA47.

4.1. Extraction d’ADN :

L’extraction de IADN a été réalisé en utilisant un Kit d'extraction d'ADN : Tampon de lyse
bactérienne du kit de code-barres d’ADN bactérien (1st BASE, KIT-1100-50)
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4.2. Amplification :

L'ADNr 16S bactérien, d'une longueur compléte de 1,5 kb, a été amplifié a I'aide des amorces
universelles 27F et 1492R. Le volume total de réaction de 25 pl contenait de I'ADN génomique
purifié, 0,3 pmol de chaque amorce, des désoxynucléotides triphosphates (ANTP, 400 uM
chacun), 0,5 U de polymérase d’ADN thermostable, le tampon de PCR fourni, et de I'eau

La PCR a été réalisée comme suit : 1 cycle (94°C pendant 2 minutes) pour la dénaturation
initiale ; 25 cycles (98°C pendant 10 secondes ; 53°C pendant 30 secondes ; 68°C pendant 1
minute) pour la dénaturation, I'nybridation et I'extension. Les produits de PCR ont été purifiés
selon une méthode standard de purification de PCR.

4.3. Séquencage :

Les produits de PCR purifiés ont été soumis a un séquencage bidirectionnel avec les amorces
universelles : Amorce 785F : 5-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3' et I’Amorce 907R : 5'-
CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-3', en utilisant le kit de séquengage cyclique BigDye®
Terminator v3.1 (AppliedBiosystems).

4.4, Analyses des donneées de séquencage :

Le produit de séquencage Sanger a été traité et analysé par des logiciels spécialisés, tel que
Séquence scanner : pour la lecture des fichiers ‘abi’ et vérification de la pureté des séquences,
ainsi que Open vector editor pour la purification des séquences (par découpage de potions de
séquence a faible qualité) avant de procéder a l'alignement/contig, qui va se reproduire une
séquence compléte a un fichier FASTA. Cette séquence sera soumise a 1’interprétation dans
le BLAST sous la base de données NCBI.Apreés I’ouverture de la fenétre BLAST dans le site
de base de données web NCBI, sous la barre de recherche cliquer sur Microbe, puis insérer la
séquence soit manuellement (copier et coller) a la case de soumission, soit en chargeant le
fichier FASTA portant la séquence finale, et cliquer sur le bouton BLAST apres la
personnalisation des parametres de recherche. Le site aura offert une liste de similarités des
souches triées en fonction de pourcentage d’identité (longueur de référence /longueur de
séquence requétée).

|.  Effet de cuivre et d’inoculation avec Pseudomonas sur la germination de la féve
Vicia faba.

1. Experimentation de germination de Vicia fabasous stress au cuivre.

Un test de germination in vitro a été mis en place dans le laboratoire, des graines de deux
variétés de la féve ont été testées pour la germination sous I’effet de stress au cuivre et
d’inoculation des isolatsde Pseudomonas fluorescents.
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1.1. Sélection des isolats

Trois isolats OA44, OA45 et OA47 les plus producteurs de pyoveredine, de I’AlA etles plus
tolérants a la salinité et au cuivre, ont été sélectionnées pour 1’inoculation.

1.2. Préparation des inocula

Des cultures bactériennes entubes a essai contenant 5 ml de King B liquide ajustées a 0.5 McF
ont été versé dans des Earlen-mayer contenant 120 ml de king B liquide. Ces cultures ont été
incubée a28°C sous agitation permanante a 180 tr/min pendant 24 h,

1. Preéparation des solutions de cuivre.

Des solutions de sulfate de cuivre (CuSOs, 5H,0) a des concentrations de 2.5, 5 et 10 mMont été
aseptiqguement prépare.

1.3. Préparation du matériel végétal

Des graines de deux variétés de la féve Vicia fabaont été utilisées dans cette expérimentation,
une variété commercialisée appelée Aguadulce et une autre locale de la région d’Adrar (des
graines violettes a noires de petit calibre) (Fig 5). Les graines ont été bien nettoyées et
désinfectées par unesolution d’ypoclirite de sodium a 25 % et uneautre solution d’eau oxygéné
(H202) a 50%.Les graines ont été submergées dans chaque solution pendant 10 minutes, puis
lavées 3 fois avec de 1’eau distillée stérile.

1.4. Dispositif expérimental

L’expérimentation a été faite entrois répétionsdans des conditions aseptiques. Les graines ont
été mises (16graines par boite) entre deux couches de papier filtre stérile dans des boites pétri,
puis inoculées avec les solutions bactériennes etimbibées par les solutions de cuivre. Les boites
ont été incubées pendant 12 jours a une température de 25 C°. L’addition de la solution du
cuivre est répétée plusieurs fois pendant 1’expérience.

Le nombre des graines germées a été quotidiennement compté pour calculer :

- Le total des graines germées (TG),

- le pourcentage de germination (PG),
- lavitesse de germination (VG) et

- le temps de germination des 50% des graines germées (T50).

Analyse statistique

Ce test de germination a été réalisé en deux expérimentations indépendantes pour chaque
variété de féve, avec un dispositif expérimental bifactoriel, en randomisation compléte, avec
un seuil de probabilité P=0.05. L’analyse des résultats suit le model ANOVA avec une
comparaison des moyennes selon le test de Student et Fisher, réalisés par le logiciel
STATBOX 6.40 et confirmes par statistica 7. le programme Excel 2016 a été utilisépour
I’établissement desgraphes.
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2. Effet de salinité et d’inoculation avec des isolats de Pseudomonas sur la
germination de la feve Vicia faba

Cette expérience Vise a examiner le role de quelques souches de Pseudomonas rhizosphériques
dans I’amélioration de la germination des graines de deux variétés de la féve sous des
conditions de stress salin.

2.1. Description des graines

Des graines de deux variétés de la féve ont été utilisées, Une variété locale d’une couleur
beige au violet foncé vers le noir, La deuxieme variétéestune variété commercialisédemi-
précoce appelée Aguadulce, d’origine espagnole (Fig 2 a droite).

Figure 2 :Photo des graines de la féve, variété locale (Noir) et variété
d’ Aguadulce (rose)

2.2. Préparation de I’inoculum bactérien

Trois souches (P1, P2 et P3) ont été sélectionnées pour I’inoculation des graines en fonction
de leur résistance a la salinité, les souches ont été cultivées dans des tubes a 5 ml de milieu
king B a une température de 28+ 2 C° pendant 24 h, puis verseées dans des Erlenmeyersde
250ml contenant 120 ml de king B liquide, les cultures ont été incubées a 28+ 2 C° sous
une agitation a 180 tr/min pendant 24 h. .

2.3. Préparation des solutions salines d’imbibition

Trois traitements salins d’imbibition 0, 100 et 200mM de NaCl ont été préparés, autoclavés,
et conservés dans des flacons a 250 ml.

2.4. Préparation de graines

Les graines ont éte desinfectées par 1’eau de javel a 25% pendant 10 min, puis rincées cinq
fois a I’eau distillée stérile, et déposées dans des boites Petri sur une couche de coton
compacte et stérile.
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2.5. Dispositif d’Expérimentation de germination

Cette expérimentation a été réalisée dans des conditions aseptiques en deux parties
indépendantes, afin d’examiner la germination des graines de deux variétés de la féve sous
trois traitements salins & base de NaCl 0, 100 et 200 mM. Chaque groupe de traitement salin
a été inoculé avec trois souches de Pseudomonas présélectionnées et un contrble sans
inoculation bactérienne.

Figure 3: préparation des graines pour la germination

Les graines de la variété locale ont été déposées dans 36 boites de Petri a raison de 16 graines
par boite avec un nombre de trois répétitions, alors que les graines de la variété d’Aguadulce
ont été déposees dans 72 boites avec un nombre de 8 graines par boite (2 boites par répétition).
Ce dispositif a été placé a I’incubateur a 25 °C durant 9 jours.
L’évaluation de la germination a été effectuée par un comptage quotidien de graines
germeées présantant une radicule de 2 mm et plus. Ladurée, la vitesse, le taux et I’indice de
germination ont été calculés a la fin de I’expérimentation comme suit :

La durée de germination est exprimée par le temps moyen pour 50% des graines germées.

La vitesse de germination est le rapport de nombre des graines germées sur le temps, est

calculé comme suite : Vg=nl/tl + n2/t2 +....+n9/t9. n : nombre des graines germées chaque

jour ; t : numéro dejour.

- Taux de germination est lerapportde graines germées sur le nombretotal des graines.
Méthode statistique

Le dispositif expérimental est de type derandomisation compléte bifactoriel avec trois
répétitions. L’analyse statistique ANOVA a été faite par le logiciel Statbox v 6.4, les
moyennes ont été comparées selon le test de Student et Fisher basée sur la plus petite valeur
significative au seuil de probabilité P=5%. L Excel 2016 est utilisé pour 1’établissement des
graphes.
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I1. Effet de la salinité et du cuivre sur la plante et le role de ’inoculation par
Pseudomonas

1. Effet de la salinité et du cuivre sur le paramétre morphologique de la féve Vicia
faba en présence d’une souche de Pseudomonas

Objetif : Le but de cette expérimentation est de vérifier I’effet de la salinité et du cuivre sur
la croissance et la morphologie de la féve, ainsi que le rdle de I’inoculation des plantes avec
une souche de Pseudomonas présélectionnée dans la stimulation de la croissance, et la
tolérance de la feve a la salinité et au cuivre.

1.1. Matériel végetal

Des graines de quatre variétés de la feve (Figure 4); deux variétés locales de la région
d’Adrar, une variété appelée Hmyane venue de nord d’Algérie et la quatriéme est une variété
commercialisée d’origine espagnole appelée Aguadulce.

Locale 1 Aguadulce Locale2 Hmyane
Figure 4 Photo de quatre variétés des graines utilisées en expérimentation

1.2. Matériel bactérien :

La souche bactérienne OA47 de genre Pseudomonas a été caractérisée entant que PGPR plus
performante, cette souche a été sélectionné a travers plusieurs tests dans le premier chapitre.

1.3. Support de plantation

La plantation a été faite dans des pots de plastique contenant du sable des dunes.
1.4. Méthodes de ’expérimentation

1.4.1. Préparation des graines

Les graines ont été désinfectées par submersion en eau de javel 20% pendant 15 minutes,
puis lavées avec 1’eau distillée stérile trois fois. Les graines ont été mises dans des conditions
aseptiques pour la prégermination sous une température de 25 C°
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I
Figure 5: Prégermination des graines des quatre variétés de la féve.

1.4.2. Préparation du support de plantation

Le sable des dunes utilisé dans cette experience a été lavé par une solution d’esprit-de-sel, puis
lavées trois fois par I’eau de source, en suite, il a été désinfecté par une solution d’eau de javel a
15% pendant 5 minutes, puis lavée deux fois par I’eau distillée stérile. Aprés son séchage un kg
a été mis dans chaque pot en plastique.

1.4.3. Préparation d’inoculum

La solution d’inoculation a été préparée a partir d’une culture fraiche de 1’isolat OA47, dans des
Erlenmeyers de 250 contenants 120 ml de bouillon nutritif sous une agitation de 180 tr/min et une
température de 31 C° pendant 24 h.
1.5. Préparation des traitements de stresspour I’irrigation :
Les plantes ont été irriguées par cinq solutions :

- Un témoin : eau distillée stérile ;

- Deux solutions salines de NaCl : 100 mM et 300 mM ;

- Deux solutions de sulfate de cuivre Cu

- S04, 5(H20) : 7.5mM et 15mM.

1.5. Dispositif expérimental :

L’expérimentation (fig 6) a été réaliséen quatre plans (chaque variété représente une parties)
statistiquement indépendantes 1’'une de 1’autre, chacune d’eux a été planifiée en randomisation
complete bifactoriel, avec trois répétitions.

Les graines prégermées ont été semées dans les pots apres 1’inoculation de la souche bactérienne
(Ia moitiédes potsn’ontpas été inoculés pour servir de temoins), la deuxiéme inoculation a été
faite le 10°™ jour aprés la semée. Les pots ont été irrigués pendant trois semaines avec la solution
d’irrigation Hoglond (Annexe I). Dés la quatriéme semaine, la solution d’Hoaglond a été
additionnéedes quatre traitements de stress. Les plantes ont été récoltées aprés cinq semaines de
plantationpour mesurer leurs poids frais et sec, la longueuret le diametre deleurs tiges et leur
teneur en eau.
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L’analyse statistique ANOVA a ¢été fait par le logiciel Statbox v 6.4., les moyennes ont été
comparées selon le test de Student, ficher et Newman et Keuls (Dagnelie, 1999), basé sur le seuil
de probabilité P=5% , I’établissement des graphes a été réalisé¢ a 1’aide de I’Excel 2016.

-

Figure 6: Dispositif de plantation.

2. Effet de salinité et d’inoculation par Pseudomonas sur les paramétres chimiques et
biochimiques de la feve

2.1. Echantillonnage de sol

Dix échantillons de sol ont été prélevés a partir deux sources de solrhizosphérique
potentiellement contaminés : le sol salin de Metmar (Relizan) et le sol du vignoble de Wreiah
Mostaganem, en Algérie.

2.2. Isolement et identification des isolats de Pseudomonas.

L'isolement a été réalisé par la méthode de suspension-dilution décrite par Vidhyasekaran et al.
(1997). 1 g de chaque échantillon de sol rizospérique a été suspendu dans9 ml d’eau distilée
ensuite unesérie de dilutionsest effectuée. 0.1 ml de chaque dilution est ensemencé en surface
du milieu King B King et al. (1954).Aprés incubation 28°C pendant 48 h les colonies avec
pigment fluorescent jaune verdatre ont été purifiées sur le méme milieu(Tamietti et Pramotton,
1990). Les isolats sélectionnés ont été identifiés par la méthode biochimique par des galeries
API 20NE.

2.3. Sélection desisolats performants

Les souches de Pseudomonas fluorescents ont subi des tests de tolérence a la salinité, la
production d'acide indole acétique (IAA) et la production de pyoverdine.Les isolat de
Pseudomonas fluorescents ont subi un test de tolérence a la salinité. Chaque isolat a été incubé
pendant 48 h dans un milieu King B a 7 %, 8 %, 9 % et 10 % de NaCl.

Les isolats les plus résistants a la salinité ont été examinés pour leur capacité a produire la
pyoverdine suivant la méthode décrite par ( Meyer et Abdallah, 1987)et a produire I’AIA
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suivant la méthode décrite par loper et schroth, (1986) . ces deux méthodes ont été décrites
précédemment.

2.4. Dispositif d’éxpérience de plantation

L'expérience a été réalisée dans une serre a l'atelier d'agronomie de Mazzagran, Université
Abdelhamid Ibn Badis & Mostaganem, Algérie (X : 35° 53 ' 05.79"N, y : 0° 02 ' 41.54"E) avec
une température moyenne de 28 °C le jour et de 23 °C la nuit, et une hygroscopie de 55 % a
75 %.

Des graines de Vicia fabaOtonoont été mise en germination apres une désinfection avec une
solution d'hypochlorite de sodium a 25% pendant 15 min, puis transplantées dans des pots
contenant 5 kg de sable lavé par une solution d’esprit-de-sel, puis lavées trois fois par 1’eau de
source, en suite désinfecté par une solution d’eau de javel a 15% pendant 5 minutes, puis lavée
deux fois par I’eau distillée stérile et séché.

Les trois isolats sélectionnés,sont ensemenceés dans des flacons de 250 ml contenant 100 ml
de bouillon nutritif et incubés a 30 °C pendant 48 h. 50ml de chaque suspension bactérienne est
introduite dans chaque pot . Cette inolulation est répété 4 semaines apres.

les pots sont régulierement irrigués avec la solution de Hoagland (Hoagland et Di., 1938). A
partir de la cinquieme semaine les solutions d'irrigation (les solutions de Hoagland) sont
additionnées de 0 mM-I", 100 mM-It et 150 mM:I"'du NaCl et appliquées pendant trois
semaines,

En fin de I’éxpérience le poids frais total des plantesa été mesuré a l'aide d'une balance de
précision. La teneur en chlorophylle a été mesurée selon la méthode de Francis et al. (1970), la
teneur en proline selon Bergman et Loxley (1970), et les cations K* et Na* ont été mesurés
selon la méthode décrite par Lagerkvist et al. (1996).

L'expérience a été menée selon un plan completement randomisé avec 4 répétitions. le STAT
BOX v6.40, a été utilisé pour effectuer une ANOVA baseée sur le test de Student-Newman-
Keuls avec un seuil de signification de P=0,05, ainsi qu’une analyse de régression linéaire a été

Figure 7: Expérimentation de plantation de la féve (Variété Otono) sous I’effet de salinité et
d’inoculation par Pseudomonas.
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l. Isolement et caractérisation des Pseudomonas rhizospheriques des sols oasiens

1. Isolement et purification

Vingt-cinq isolats portent des caractéristiques du groupe de Pseudomonas fluorescentont été
déterminés apres une série de tests (tab.let fig 11), les isolats de ce groupe se sont distingués par une
forme bacillaire a coloration de gram négative, oxydase positive et catalase positive.

Tableau 1: Caracteristiques morphologique et biochimiques des isolats de Pseudomonas
fluorescents.

o o o o o o o ] o o o @]
o} o} w | w Tl vl v » »w | v %) 4
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Fome | S |le]|le|&|l&f[&]lelel|lelele|elel|lelelelelelalelelelelse]|t
s|l5|ls|l5Fls|lsls|ls|lFlsls|lF|lFlIF|F|lF|l&Fls|lF|F|IFIF|F|F]|F
Coloration
de Gram
Catalase + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Oxydase + + + + + + + + + + + +
Pyoverdin
- - - - - + + + - + +
e
Pyocyanin .
e

La nomination des isolat est dérivé de leur origine de prélevement, OA et OB : rhizosphére de
I’orge ; B : thizosphere de blé, et S : rhizosphére de sorgo.

N

Figure 8: Test de recherché de I’oxydase
2. Caractérisation des isolats fluorescents.
2.1. Test d’antagonisme des isolats de Pseudomonas.

Tableau 2: zone d’inhibition des isolats de Pseudomonas Vis-a-vis des souches
antagonistes.

S1 S3 S4 S6 C1 Cc2
OA47 6.333 + 1.893 4.667 + 0.289 6.667 *+ 2.082 1033 *= 2021 8.667 * 0.764 65 = 05
OA45 2333 + 1443 5 + 0 0 + 0 4333 = 0.764 0 + 0 0 += 0
OA44 1 + 05 0 + 0 0 + 0 4 + 2179 0 + 0 0 += 0
OB14 3.167 + 1258 0 =+ 0 0 + 0 0 + 0 0 + 0 0 =0

S1: Bacillus cereus, S3: Escherichia coli, S4: Staphylococcus aureus, S6: P. aeruginosa; C1: Fusarium oxysporumf albedinis,

C2 : Fusarium oxyporumfciceris
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Figure 9:Test d’antagonisme des isolats de Pseudomonas

Le tableau n° 02 et fig.12 présentent les résultats du test d’antagonisme des isolats OA44,
OA45, OA47 et OB14. L’isolat OA47 a montré un pouvoir antagoniste plus important par
rapport aux autres isolats devant toutes les souches microbiennes, y compris la souche Cl1 :
Fusarium oxysporumf. sp albedinis 1’agent du bayoud. Ceci confirme le role protecteur de
Pseudomonas notament devant cette souche fongiquequi est connue par sa résistance a tout
type de lutte in-planta provoquant des dégats énormes aux palmerais.

Des recherches dans ce domaine ont aidé a mieux comprendre des mécanismes impliqués dans
l'effet antagoniste de Pseudomonas contre les souches pathogénes et au développement de
stratégies de biocontrdle des maladies plantent. Dans un test in vitro, il a été observé que la
souche de Pfluorescens AAUPFG62 présentait un pouvoir antagonist élvé contre la souche
pathogene Fusarium solani, contribuant potentiellement a la lutte contre la pourriture noire des
racines chez la féve (Dugassa ef al., 2021). Bakker et al. (2007) ont observé que ces souches de
Pseudomonas étaient capables d'améliorer les réponses de défense et de lutter contre les
maladies des plantes telluriques. Cela indique 1'effet antagoniste de Pseudomonas contre les
souches pathogenes en induisant une résistance systémique chez les plantes. Haney et al.,
(2017) ont découvert que certaines souches de Pseudomonas ont un pouvoir remarquable
contres les agents pathogenes bactériens.

D’autes études ont indiqué que le traitement des graines avec l'isolat 63-28 de Pfluorescens a
inhibé l'entrée de F. oxysporum f. sp.lycopersicidans les tissus vasculaires en renforgant les
structures de paroi cellulaire et l'accumulation de substances phénoliques et de
chitinases(M’Piga et al., 1997). Pseudomonas sp. RSB29, a montré une inhibition significative
des agents pathogeénes fongiques tels que F. oxysporum f. sp.ciceri RSI, Macrophomina
phaseolina RSBY et Fusarium udum RSB19Boer et al. (2003)

2.2. Production des métabolites secondaires
2.2.1. Production, Extraction et quantification de la pyoverdine

Cinq isolats ont montré la production des pigments fluorescents (fig 10) a couleur jaune-verdatre
: OA44, OA45, OA47, OB13 et OA14.L’extraction et la purification de la pyoverdine a été faite
suivant la méthode de Smith et Willis (1970), I’extrait final est un substrat sous forme d’une
gomme brune ou vert fonce.
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Figure 10: Extraits de pyoverdine des isolats
2.2.2.Production, extraction et purification de la pyocyanine

Seulement I’isolat OA47 a montré la production de la pyocyaninede couleur bleu sur un milieu
King A gélosé(fig 11).

Figure 11 Extraits de pyocyanine d’isolat OA47

2.2.3.Production et extraction des phénazines

Suivant la méthode de Bonsall et al., (1997), des substrats phenaziques ont été extraits a partir
des isolats étudiés (fig 12)

Figure 12: Extraits de phénazine des isolats.

2.3. Caractérisation et identification des métabolites secondaires
2.3.1.Par spectrophotométre UV-Visible

L’analyse spectrophotométrique des extraits desmétabolites présentent des spectres a large
variation d’absorbance, cette variation a été enregistrée en fonction de type de métabolite, et en
fonction de I’isolatde Pseudomonas. Cette variation interspécifique et intraspécifique a été
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présentée en nombre et en position des pics. Il a été observé une différence en nombres des pics
dans les spectres des quatre isolats (Fig.13) avec deux pics maxima similaires a 410-415 nm et
651-657 nm, et d’autres pics différents ce qui refléte I’effet de la souche sur les propriétés
structurales de molécule synthétisé. Les spectres des différents types des métabolites produits
par la souche OA47 (Pseudomonas aeruginosa) ont également montré une variation de leurs
“absorbances (Fig.14).

La spectroscopie UV-Vis est une technique utilisée pour étudier les propriétés d'absorption de
divers composés, y compris les pyoverdines. Les spectres d'absorption des pyoverdines peuvent
fournir des informations précieuses sur leurs propriétés structurales. Plusieurs études ont utilisé
la spectroscopie UV-Vis pour caractériser les pyoverdines et leurs complexes avec des ions
métalliques. Une multitude des pics d'absorption caractérisent les transitions ¢électroniques et les
propriétés des pyoverdines et d'autres composés. Les longueurs d'onde spécifiques a ces pics
peuvent varier en fonction de la structure moléculaire et de I'environnement des composés étudiés
et leur interaction avec les métaux et nanoparticules. Leng et al. (2013)ont observé de nouveaux
pics d'absorption UV-vis dans la région de 360-460 nm pour la pyoverdine liée au Cr(VI), Cu®",
Co®9, Ni®), et Mn®". La variation spectrale constatée dans cette étude a été rapporté par
plusieurs études. Barsainya et Singh (2018) ont rapporté que le pic d'absorbance caractéristique
de la pyoverdine en solution aqueuse était a 362 nm. L'ajout de solution de nitrate de zinc a
entrainé l'apparition d'un nouveau pic d'absorption a 416 nm, attribué¢ aux nanoparticules de ZnO.
D’autres études ont analysé les spectres d'absorption UV-Vis des surnageants de culture de
souches de Pseudomonas pour détecter la présence de pyoverdine, ils ont étudié l'extinction de
fluorescence d'un sidérophore de pyoverdine par le NTO (5-nitro-1,10-phénanthroline) (Kulkarni
et al., 2020; Matuszewska et al., 2021; Parker et al., 2014). Chernyshev et al. (2019) ont observé
une bande d'absorption de longueur d'onde €levée avec un maximum a 525 nm pour le complexe
SPP 1 —Zn. Le complexe du gallium(IIl) avec la pyoverdine G4R a montré un maximum
d'absorption a 408 nm a pH 5.0 (Andrejevi¢ et al., 2023). Sugue et al. (2022) ont détecté et
identifi¢ la pyoverdines en complexe avec laferribactinea 1’aide de la bande spectrale
d'absorbance 300-450 nm. Une absorption dans la région du proche infrarouge (NIR), indiquant
la présence de nanoparticules d'or synthésés en utilisant la pyoverdine ( Patil et al., 2022).
Monowar et al. (2021) ont caractérisé les nanoparticules d'argent synthétisées a l'aide d'une
souche bactérienne endophyte par un pic d'absorbance intense a 418 nm.
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Figure 13: Spectres d’analyse UV-Visibles des pyoverdines des isolats OA44, OA45, OA47 et
OAl4
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Des pics d’absorbance a 690 et 691 nm ont été fréquemment rapportés pour la détection de la
pyocyanine (Bodelon et al., 2017; Garcia-Lojo et al., 2020), et utilisé pour le calcul de sa
concentration ( Nguyen et al., 2018). Ward et al. (2014) ont observé des pics d'absorbance a 315
nm, 368 nm et 698 nm pour la pyocyanine, et Aljuhani ez al. (2023) a observ¢ le troisi¢éme pic a
690 nm. V. Q. Nguyen et al. (2023)ont observé des pics d'absorbance dans la plage de 274-280
nm pour la pyocyanine. Plusieurs d’autres pics caractéristiques d’absorbance ont été rapportés
sur différents études tel que 270,300, 382, 388, 407, 413, 518, 520, 521, 544,547, 592 nm. (Al-
Mahdi et al., 2023; Ashar et al., 2021; Bodelon et al., 2017; Chai et al., 2021; Gossuin et al.,
2023; Laxmi et Bhat, 2016; Thi et al., 2020). Diego et al. (2018) ont observé un pic dans la plage
de longueurs d'onde de 500-600 nm correspondant a la résonance plasmonique de surface des
nanoparticules d'or synthétisées par des bactéries.

Les phénazines sont une classe de pigments hétérocycliques contenant de I'azote produits par
les bactéries par le biais de la voie d'acide shikimique(Anjaiah, 2004). Ces pigments présentent
des spectres d'absorption caractéristiques avec deux pics dans la gamme des UV et au moins un
pic dans la gamme visible, ce qui détermine leur couleur (Mavrodi ef al., 2010). Les phénazines
ont des spectres d'absorption caractéristiques avec des pics dans les gammes UV et visible. Les
longueurs d'onde spécifiques de ces pics d'absorption peuvent varier en fonction de la structure
chimique, des groupes fonctionnels et des modifications des molécules de phénazines.
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Figure 14 : Spectre UV-Vis des extraits des métabolites secondaires, A : UV ; B Vis.

Les spectres des phénazines purifiés ont montré des maximas d'absorption caractéristiques a 250
et 375 nm, qui sont cohérents avec les rapports précédents (Brisar et al., 2018). Les spectres
d'absorption des phénazines présentent un pic caractéristique a 365 nm (Krishnan et al., 2007). Le
diazopentacene 2,7,11,16-tétra-tert-butyl-diphénanthro4,5-abc:4',5'-hijphénazine (BDPP)
présente des pics d'absorption centrés a 350 nm et 460 nm, avec un pic d'épaule a 434 nm ( Li et
al., 2012). La substitution sur les atomes d'azote formant la structure de molécules
phénaziniquespeut entrainer une absorption caractéristique a 500-540 nm (Ding et al., 2010). Les
variations chimiques introduites au niveau de la position R-imino du noyau phénazine peuvent
¢galement affecter le comportement d'absorption (Min et al., 2015).
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2.3.2.Par chromatographie sur couche mince CCM.

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une technique analytique largement utilisée
pour la séparation et l'identification de composés dans des mélanges complexes. Dans notre cas,
la CCM a été utilisée pour caractériser et analyser des métabolites secondaires extraits des isolats
de Pseudomonas, dont des pigmentsde pyoverdine , de pyocyanine et de phénazine. Les plaques
affichent des taches uniques (fig.15) pour toutes les molécules analysées indiquant leur pureté. Il
a ¢té également constaté une légere variation en valeur de rapport frontal (Rf) des taches des
pyoverdines extraits des isolats OA47, OA45, OA44 et OA14, les valeurs sont 0.79,0.81, 0.81 et
0.82 respectivement, et se conforment avec la valeur standard (0.7-0.81).

L'analyse des métabolites purifiés de 1’isolat a montré une seule tache pour la pyoverdine, la
pyocyanine et les phénazines avec des valeurs deRfde 0,82, 0.76 et0.81respectivement(Fig.18)
.Raji El Feghali et Nawas (2018) ont rapporté que L’analyse par chromatographie sur couche
mince (CCM) de la pyocyanine purifiée a montré une seule tache avec un rapport frontal (Rf) de
0.8, pendant que le Rf établi pour le pigment standard de pyocyanine se situe généralement entre
0.70 et 0.81. Ce rapport frontal de pyocyanine a atteint le 0.83 dans les études Abdul-Hussein et
Atia (2016), et 0.71 en cas ou il est dissout au chloroforme Saosoong et al., (2009). Le profil du
pigment de pyoverdine sur la plaque CCM a montré une seule tache avec un Rf de 0,8 selon Unni
etal. (2014).

a i b :
Figure 15 : Parcours de test CCM des métabolites des isolats, a) métabolites d’OA47 ; b) extraits de
pyoverdines des isolats OA44, OA45, OA47 et OB14

Trung et al. (2020) ont montré que le compos¢ antifongique produit par Pseudomonas aeruginosa
DA3 avait un rapport frontal (Rf) de 0,86 en chromatographie sur couche mince. Laphénazine
produite par l'isolat PS33 présentait une bande avec une valeur Rf de 0,7selon Ali et Mussa,
(2020). La valeur de Rf de 0,7 correspondait a I'antibiotique phénazine mentionné par Orlandi et
al. (2015), et similaire a celle détectée par Saosoong et al. (2009).

2.3.3.Par photométre infra-rouge FTIR
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L'analyse FT-IR (spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier) est une technique
spectroscopique utilisée pour la prospection de la composition chimique et la structure d'un
¢chantillon en se basant sur 1'absorption du rayonnement infrarouge. Dans cette étude, on a procédé
a cette analyse pourvérifier la présence des groupes fonctionnels spécifiques et de liaisons
caractéristiques de la pyoverdine.

Les quatre spectres d’analyse (A, B, C et D) des extraits de pyoverdine des isolats OA44, OA45,
OA47 et OB14 (Fig.16) ont montré une série de bandes d’absorption caractéristiques a la structure
de pyoverdine. Ces spectres montrent la présence d’une liaison d’étirement dans les groupe
hydroxyle et carbohydrates (O-H) avec une bande d’absorbance énorme située de 3341 a 3430
cm! avec un déplacement de pic de spectre d’un isolat a I’autre, puis une forte absorbation a 2946-
2996 cm™ indiquant une liaisond’étirement aliphatique (CH et CH2).A 1704-1730 cm'une
vibration de liaison de groupe aromatiques(C=C), des amide I (C=0O) al1650 et de groupe des
amide II (C=N) a 1455 cm™' . Les spectres ont également présenté une liaison de flexion dans le
groupe aliphatique (C-H)au tour de 1400 cm™, une absorption a 1205-1230 cm'représente une
liaison des amide III (C-N), la liaison des carbohydrates (C-O) a été bien présenté dans tous les
spectres de pyoverdine a I’intervalle des nombres d’onde 1038-1046¢cm-1. A 980-990 cm-1 des
bandes d’absorption ont été capturés indiquant des liaisons de groupe aromatiques (C-H). Une
autre étude a rapporté des pics d'absorption a 747, 1194 et 1566 cm 'a une structure d’un
phénazine(S. Chen ef al., 2019)

FIW Gy B Liwrrs B of A8 FTIR Cary 660 University of Adrar
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I?igu re 16: Les spectres d’absorbance infra-rouges des extraits de pyoverdine des
isolats OA44 (A), OA45 (B), OA47(C) et OB14 (D).

Lesspectres d’analyse des métabolites (Pyoverdine, pyocyanine et phénazine) produits par ’isolat
OAA47 (fig.17), montre une gamme des bandes d’absorbance commune entre les trois types des
métabolites. Des signes de vibration aux nombres d’onde 3450, 2924-2850, 2360, 1715, 1655,
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1550, 1455, 1370, 1220, 1125, 1005 et 787 cm-1 ont été enregistrés, ces signes indiquent
respectivement la présence de liaison desgroupes fonctionnels de carbohydrate (OH), d’étirement
des groupes aliphatiques (CH et CH2), de cycle aromatique (C-C), des composés insaturés (C=C),
des amides I et IT (C=0O, C-N), des alcanes et des alkyles (CH, CH3).

Les résultats d’analyse FTIR présentés par les spectres des pyoverdines des isolats OA44, OA45,
OA47 et OB14 montrent leur concordance avec celles rapportés par des ¢tudes précédentes. Les
quatre spectres présentent des bandes d’absorbance caractéristiques a 1’analyse spectral de
molécules de la pyoverdine, avec un 1éger déplacement en nombre d’onde des pics entre les extraits
des isolats, ce déplacement est probablementdue a la réduction des molécules de lapyoverdine par
des ions des métaux, comme il a été rapporté par Patil e al. (2022) ou une variation significative
des bandes de vibration a été enregistrée en raison de la réduction des ions d’argent et la formation
de Pv-AgNPs (complexe pyoverdine- Argent). Tout comme une bande proéminente a 1 563 cm™
indiquant I’amide I dans la pyoverdine a été déplacé vers un nombre d'onde inférieur a 1 533 cm™
apres la réaction avec les ions d’argent et la formation de Pv-AgNPs.

L=
T
FLIENTTY

a0 F — Fhenazing

& 1459 52696
Pyccyaning

=}

2923, FAN605TEEEY
Pyoverdine

K]
Z359. 25175158048

2

d4 mnm

Ll L ' L 1
1000 1200 2000

P 1
2500

P B 1
3000

PR A B R
3500 4000

o
=T
rar gl

Figure 17: Spectre d’absorbance de métabolites produits par isolat OA47 analysées par

Les - photométre infra-rouge (FT-IR). its par

I’isolat OA47montrent la structuration de ces molécules a travers la présence de bandes de
vibrations authentiques aux groupes fonctionnels caractéristiques (fig.20). Cette identification a
été menée par plusieurs études précédentes. Nos résultats sont similaires a celles de Jennings,
(1991) et Hailes, (1998) qui ont rapporté que ces bandes correspondent aux différents groupes
fonctionnels présents dans la pyocyanine. Mahmoud et al. (2016) ont rapporté qu’une recherche
dans la base de données en ligne a indiqué que la molécule est la 5-Méthylphénazin-1-carboxylate
(pyocyanine). DeBritto et al. (2020) ont rapport¢ que L'analyse FTIR d’un standard de la
pyocyanine a montré une vibration de la liaison alcényle C = C a 1604 cm™, une vibration C = O-
H a 1405 cm™, suggérant la présence d'un aldéhyde, et une vibration de la liaison C-C-C a 1169
cm'. Les échantillons analysés ont présenté des groupes fonctionnels moléculaires enregistrés aux
signes 1625 cm™, 1405 cm™ et 1168 cm™, similaires a normes de standard de pyocyanine établie
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parShouman et al. (2023). Barsainya & Singh (2018) ont rapporté quel'analyse FTIR d'un mélange
réactionnel de pyoverdine et de solution de nitrate de zinc a montré des pics d'absorption IR forts
aux nombres d'onde de 3408,7 cm™, 1581,1 cm™, 1402 cm™, 1339 cm™ et 1120 cm™, indiquant
l'implication de groupes hydroxamate et amino dans la transformation réductrice du nitrate de zinc
en nanoparticules d'oxyde de zinc (ZnONPs). Dans une étude de Koyun et al. (2022) le spectre
FT-IR de la phénazine-1-carboxamide (PCN) pure a montré des pics caractéristiques dans la plage
de 2900 a 3000, en particulier a un nombre d'onde de 2922 cm™, qui est attribué a 1'étirement des
liaisons CH aromatiques.

2.3.4.Par résonnance magnétique nucléaire RMN.

L’analyse par résonance magnétique nucléaire (RMN) est une technique utilisée pour déterminer
la structure chimique d’une molécule en se basant sur les réponses des noyaux atomiques avec un
champ magnétique et des ondes radiofréquence. Les spectres RMN sont générés en fonction de la
fréquence de résonance des noyaux atomiques. Les signaux observés dans les spectres RMN sont
appelés pics, et leur position (déplacement chimique), leur intensité et leur forme fournissent des
informations intéressantes sur la molécule analysée.

Dans notre étude, les spectres RMN du proton 'H de la pyoverdine (fig. 21)et de la pyocyanine
(fig. 22) produite par I’isolat OA47 montrentun ensemble des pics, sur le spectre de la
pyoverdine,les pics sont liés aux déplacements (3) : 0.92-1.26d,1 1.30-1.32d, 2.84s, 3.32-3.33t,
3.44-3.48t, 3.55-3.60t, 3.63s, 4.93s, 5.29s, 7.43-7.75m, 8.39-8.58ppm (s: pic singulet; d:
doublet ; t: triplet et m : multiplet). Ainsi que les pics sur spectre de la pyocyanine ont été
enregistré sur les chiffres(d) : 0.12s, 1.23-1.25d, 1.28-1.32t, 2.01-2.10 m, 284s, 3.31-3.33m, 3.44-
3.49t,3.53-3.63m, 4.08-4.13m, 4.92-5.07m, 6.70s, 6.37s, 6.91-6.94m, 7.04-7.07d, 8.10s.

La section spectrale de la pyoverdine (fig.18(A) et de la pyocyanine (fig.19(C) montrent un
ensemble des pics successifs dans la région 6.4-8.2 ppm, cette région est fréquemment rapportée
par la littérature comme une région des pics caractéristiques pour la structure de pyocyanine et de
pyoverdine indiquant la présence d’un anneau aromatique li¢ a ’atome d’azote. Karpagam et al.
(2013) ont rapporté que les six pics condensés apparaissant a 8 7 a 9 ppm représentent la région
de l'anneau aromatique. Le pic a 7.3 a 8.3 ppm indique la présence d'un noyau aromatique
condensé¢ contenant de l'azote. Les multiples pics situés autour de 6 7.64 a 8.21 ppm sont indicatifs
de la région aromatique de la pyocyanine (Cheluvappa et al., 2008; El-Fouly ef al., 2015). DeBritto
et al. (2020) ont observé des protons dans la région aromatique, avec des déplacements chimiques
compris entre 7.221 et 7.547.Cette région a été également détectée dans une autre étude de Hamad
et al. (2020). Laxmi & Bhat (2016) ont rapporté que les pics a la région 7.5 -7.7 ppm représente
un anneau azoté aromatique condensé.

La section spectrale RMN du proton 1H de la pyoverdine (fig.18(A)et de la pyocyanine (fig.19
(C)de déplacement 3 a 4.4 ppmcomprend plusieurs picsmultiples. Cette régionestconnue dans les
rapports comme région authentique au groupe de méthyl rattaché avec un arome azoté. El-Fouly
et al. (2015) ont montré que les pics caractéristiques de o 3,3 a 4,3 ppm dans un spectre RMN du
proton 1H sont indicatifs du groupe méthyle li¢ a la molécule d'azote. Les protons N-CH3 ont été
observés a 3,363 ppm en tant que pic singulet (Priyaja et al., 2014). Et un pic singulet a été
¢galement observé a d 4,14 ppm correspondant au groupe méthyle dans la pyocyanine Cheluvappa
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et al. (2008). Karpagam et al., (2013). Le pic a 6 3,3 a 4,3 représente la présence d'un groupe
méthyle 1ié & un atome d'azote aromatique. Le pic a 6 2,7-3,4 ppm indiquait la présence d'un
groupe méthyle 1i¢ a un atome d'azote aromatique (Laxmi et Bhat, 2016).
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Figure 18: Spectre d’analyse RMN de Pyoverdine produite par I’isolat OA47

La littérature rapporte également quelques groupes aminés en liaison avec un groupe de méthyle
présentés sur le spectre RMN du proton 1Hen quelques pics caractéristiques, Budzikiewicz et al.
(2006) ont rapporté que les valeurs de déplacement des groupes CH2 de la sérine (3,93 ppm) et du
B-CH de la thréonine (4,13 ppm) indiquent que les groupes OH ne sont pas estérifiés. Alors que la
valeur de déplacement (4,57 ppm) du B-CH de 'OHAspest en concorde avec les données de la
littérature. Les signaux du a-CH, du e-CH2 et du NH de Lys 1, comparés a ceux de Lys 2, suggérent
que Lys 1 n'est pas lié¢ de maniére a-peptidique, mais plutdt de maniere e-amidique a l'acide. Hussien
et al., (2013) ont montré que trois acides aminés AcOHorn, Asp et Orn étaient présentés avec un
déplacement chimique (8) 3.345/1.232, 2.508 et 2.084 ppm respectivement. L'analyse RMN montre
que Orn est comme AcOHorn. De plus, les valeurs de décalage des groupes -CH de AcOHOm
(3,345 et 1,232 ppm) ont montré que les groupes OH ne sont pas estérifiés. Mohan et al. (1990) et
Barelmann et al. (2002) ont prouvé des résultats similaires pour une suggestion de structure de
pyoverdine.

Das et al., (2023) ont prouvé que les deux résonances NH a 8,45 et 6,89 ppm et les deux
résonances a 2,97 et 2,80 ppm, présentent le méme nombre de croisements avec les protons
aliphatiques, correspondent au méme résidu. Il en va de méme pour les deux protons NH a 8,22 et
7,94 ppm, qui sont connectés aux signaux a 3,34 et 3,14 ppm. Les deux signaux triplets a 6,89 et
7,94 ppm sont attribués aux protons NH liés respectivement aux groupes latéraux CH2~ et CH2 de
l'arginine et de la lysine. Demange ef al., (1990) a suggéré que la pyoverdine est un peptide cyclique
avec un chromophore li¢ & une chaine peptidique linéaire et que le chromophore de la pyoverdine
est dérivé de la 2,3-diamino-6,7-dihydroxyquinoline.
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Fi-éu re 20: Spéctre d’anaiglse RMN de Pyocyanine produitgpar I’isolat OA47
En concrusion, ies caracteristiquesspectrales KIVIIN au proton 1H ae la pyoveraine et ae la
pyocyanine ont prouvé la présence de leurs structuressquelettiqueenpeptidesbasantsur la
signification rapportée par la vaste littérature. Néanmoins, les deux spectres affichent quelques
pics inabordés et inexpliqués par le rapport similaire, tel que ceuxliés la région plus basse
dedéplacementchimique (inférieur a 1.2 ppm).

2.4. Examen de résistance a la salinité et au cuivre :

Les résultats de croissance des isolats ont été présentés par densité optique. Lafigure20 montre
un effet inversement proportionnelde la concentration de NaCl dans le milieu de culture sur la
croissance bactérienne de 1I’ensemble des isolats, sauf que on a enregistré une augmentation de la
croissance de I’isolat OA44 et OA47 sous le traitement salin S1 (50 mM de NaCl). il a été constaté
aussi que I’isolat le plus résistant a la salinité étaitOA47, puis OB14 et OA44.

Test de résistance a la salinité

1.200
EI.ODCI
20.800 m S0{0mM)
v " i
Eo.em 1 I m 51 (50mM)
.EO.MTJ | 52 100mbA)
(0,200 B 53{150mM)
0.000

OAd4 OA45 OA4T OB13 OB14
Isolats de Pseudomonas

Figure 1: Effet de la saliité (MaCl) sur la croissance des Pseudomonas

Cette réduction de croissance bactérienne sous 1’effet de salinité a ét¢ démontré par plusieurs
¢tudes, Daoud et al., (2017) a montré que Halobacillussp. CJ4 a atteint sa croissance maximale a la
concentration saline de 50 mg.L-1, Azeem et al. (2022) a trouvé que Bacillus safensis PM22 a montré
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une diminution de croissance progressive avec I’exces en NaCl. Le méme résultat a été rapportée par
Ali et al. (2022) pour Enterobacter cloacae PM23.

Tableau 3: Croissance des isolats de Pseudomonas (en DO) sous stress salin et au cuivre

ISOLATS NACL CUS04,5(H20)

SO (OmM) S1(50mM) S2 (100mM) S3 (150mM) CO (OmM) C1(2.5mM) C2 (5mM) C3 (10mM)
OA44 0.569 0.570 0.584 0.558 0.931 1.067 0.560 0.403
OA45 0.604 0.570 0.543 0.420 0.742 0.601 0.495 0.462
OA47 0.839 0.865 0.684 0.626 0.822 1.118 0.573 0.522
OB13 0.474 0.295 0.282 0.185 0.811 0.183 0.161 0.151
OB14 0.631 0.669 0.534 0.492 1.061 0.998 0.881 0.411

Test de résistance au cuivre
1.500

1.000 B CO(0mM)
HC1(2.5mM)
0.500 Ii I i C2(5mM)
S m C3(10mM)
0.000 .

0A44 0A45 0A47 OB13 OB14
Isolats de Pseudomonas

Croissance (DO)

Figure 23: Effet de cuivre (CuSQO4,5H-0) sur la croissance des isolats

La figure 21 présente I’effet de différentes concentrations de cuivre sur la croissance des isolats de
Pseudomonas. Cet effet est inversement proportionnel avec la concentration de cuivre pour
I’ensemble des isolats, tandis que les isolats OA44 et OA47 ont montré une légere
augmentationavec la concentration C1 (2.5 mM). Kumar et al. (2021) ont aussi rapporté qu’une
diminution significative en croissance bactérienne a été observée dans les cultures traitées au
Cuivre par rapport aux cultures témoins. Une diminution de croissance bactérienne avec
I'augmentation de la concentration de Cuivre de 10 a 100 mg/L a également été signalée par Guo
et al. (2010).

2.5. Production d’AIA.
2.5.1. Effet de salinité et de cuivre sur la production d’AIA dans des milieux liquides :

Le tableau 4 montre I’effet de concentration saline sur la production d’AIA dans des milieux
liquides. Dans ce tableau les isolats OA44, OA47 et OB13 ont montré une augmentation en
synthese d’AlA sous la concentration de50 mM de NaCl, alors que les autres isolats ont montré
une réduction progressive avec 1’augmentation de la concentration de NaCl. Généralement les
isolats OA44 et OA47 ont montré une production d’AIA relativement élvée dans les
conditionssalines et non salines (fig. 22(A)).
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Tableau 4: Effet de salinité sur la production d’AIA par les isolats.

S0 (OmM) S1 (50mM) S2 (100mM) S3 (150mM)
OA44 . 0.09 6.. 1.18 2. 0.47 2. 0.5
oB13 1. 0.44 1. 0.62 1. 0.86 1 0.66
OA45 2 1.04 2.0 0.81 0. 0.2 0.: 0.12
OA47 5. 0.88 5.1 1.25 4. 0.31 2. 0.42
OB14 1. 0.71 0.1 0.14 0.! 0.21 0. 0.07

Zhang et al. (2019) ont montré que la production d'AIA augmentait initialement sous la
concentration saline (10 mg/ml), alors quedes niveaux plus €levés de NaCl (20 mg/ml) réduisaient
la production d'AIA. Ces résultats ont également été¢ confirmépar Ansari et Ahmad, (2019), ou les
concentrations de 500 250 et 125 mM de NaCl ont entrain¢ une réduction progressive de production
d'AIA. Alors que Saleem et al. (2021) ont trouvé que deux des souches bactériennes parmi dix
souches tolérantes au sel ont montré une diminution progressive de la production d'AIA avec
'augmentation de la concentration en sel, tandis que les autres souches ont augmenté la production

d’AIA jusqu’a la concentration de500 mM de NaCl,

Tableau 5: Effet de cuivre sur la production d’AIA.

CO0 (2.5 mM) C1 (5 mM) C2 (10 m) C3 (20 mv)
OA44 3.5 0.418 4.0 0.335 4.2! 0.205 4.0! 0.639
OB13 3.2 0.91 4.8l 0.857 5. 11 5. 0.738
OA45 3.00 0.455 3.2! 0.353 3.4 0.299 2.9¢ 0.346
OA47 9. 0.743 1C 0.784 11. 0.495 11. 1.1
oB14 4.6 0.063 5.4 0.899 5.3! 0.187 5.1 0.886
m SO (OmM) mCO (2.5 mM)
A -g;ﬁggth)m . = C1{5mM)
= m =
E7 ®'53 {150mM) £ s :ig m
£ 6 E 10
g£° g s
54 L s 6
83 S 4
E2 g
H 1N (e oI
= & g o
8 ] OA44 0OB13 0OA45 OA47 0OB14

La Figure 22(B) présente les teneurs en AIA produits par les isolats de Pseudomonas sous des
concentrations de cuivre, I’ensemble des isolats montrent une augmentation proportionnelle en
AIA avec les concentrations de cuivre aux milieux, puis une régression avec la concentration C2
(20 mM). 11 a également été constaté que I’isolat OA47 était la plus productif d’AIA en présence
et en absence du cuivre. Plusieurs études rapportent des résultats similaires, Kumar, Voropaeva,
etal., (2021) ont enregistré unevaleur maximale d’ AIA produite par Pseudomonas lurida EOO26
sous la concentration de cuivre de 50 mg.L™!, puis la production a été abaissé sous 100 mg.L™! de
cuivre. Les concentrations 0, 10, 20, 50mg.L ~'additionnées aux milieux ont montré une

0A44 0OB13 0A45 0OA47 OBl14
Isolats de Pseudomonas

Isolats de Pseudomonas

Figure 24 : Effet de salinité (A) et du cuivre (B) sur la synthese d’AIA.

101



PartieII  Chapitre02 : Résultats et Discussion

augmentation progressive en quantit¢ d’AIA produite par Mesorhizobium lotiSEMIA806 et
SEMIAS816 (Vieira et al., 2017). Un effet positif de I'ion de cuivre sur la production d'AlApar
Pseudomonas chlororaphis O6 a été signalé par Tatsukami et Ueda, (2016). La production d'AIA
a augmenté de 50 % sous stress au Cu?"par la souche GKSM6(Majhi et al., 2021). Alors qu’une
réduction de 1'AIA sous stress au Cu2+ a été observéchez Pseudomonas sp d’aprés Dimkpa et
al., (2012).

2.5.2. Effet des conditions de culture sur la production d’AlA :

La fig.23 montre qu’a 25°C D’effet de la concentration de tryptophane sur la synthése d’AIA est
clairement proportionnel au diffirents pHétudiés, tandis que une légere régression en quantité d’ AlAa été
enregistré a la concentration de 150 mg/L au pH 8.2. Lacourbed’effet de pH sur la production d’AlIA,

indique que le pH optimal de syntheése d’ AIA pour toutes des concentrations de tryptophane était le pH
neutre autour de 7.

—— Trip. 50 mg

Incubation a 25 C°

I Trip.100 mg

%]

Trip. 150 mg

sy

Concentration d'AlA {mg/l)

pH7 pH 5.8
Niveau de pH

Figure 25: Effet de pH et tryptophane sur la synthése d’AIA a une
température de 25 C°.
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Figure 26: Effet de pH et tryptophane sur la synthése d’AIA a une température de 30 C°.

Les résultats indiqués sur la fig.24 montrent que la production d’AIA aprogressivement
augmenté avec 1’augmentation de la concentration du tryptophane dans tous les pH étudiés. Aussile
pH 7 a donné une productiond’AIA optimale.
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Figure 27: Effet de pH et tryptophane sur la synthése d’ AIA a une température de 39 C°.

Les concentrations de tryptophane ont montré un effet variable sur la production d’AIA a la
température 39 C° (fig.25). Au pH 8.2 et 5.8, la valeur d’AIA a diminué avec la concentration de

100 mg/L, puis remonte a 150 mg/L. la productiond’AIA dans a pH 7 a augmenté
progressivementen fonction de la concentration de tryptophane.
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Figure 28 : Effet combiné de pH, température et concentration de tryptophane sur la synthése d’AIA.

LaFigure26 représente l’interaction des facteursde production d’AIA. Ceci montre que la
production optimale de I’AIA se trouve a 30°C dans un milieu riche en tryptopanr et dans un pH
7 ou légerment acide.

Discussion :

Cette expérimentation a pour objet d’examiner 1’effet combiné des concentations de tryptophane,
de pH de milieu et de température d’incubation sur la production d’AIA dans des conditions in-
vitro. Plusieurs études précédentes présentent des résultats similaires avec ceux de cette étude. Fu
et al., (2015) ont rapporté que I’acide indole-3-acétique AIA est une hormone végétale de
croissance qui fait partie des auxines, sa synthése est impliquée dans divers processus
physiologiques,.Pseudomonas aeruginosa est une bactérie couramment utilisée pour étudier la
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syntheése de 1'AIA car elle est capable de produire de grandes quantités de cette hormone (Sasirekha
et Shivakumar, 2012). Plusieurs facteurs influencent la synthése de 1'AIA par Paeruginosa, tels
que la température, le pH et la dose de tryptophane (Jasim et al., 2014).

La production d’AIA augmente avec I’augmentation de dose de tryptophane ajoutée au milieu.
Des études ont montré que 1’addition de tryptophane entrainait une augmentation de la production
d'AIA par Pseudomonas aeruginosa (X. Lee et al., 2013; Spaepen et al., 2007). De méme, une
¢tude sur B. pyrrocinia JK-SHO07 a montré que la production d'AIA est significativement
influencée par la dose de tryptophane(Idris et Iglesias, 2007). Parvin et al., (2020)ont rapporté que
la production d’AIA par P. aeruginosa UPMP3 a augmenté avec I’augmentation de concentration
de tryptophane. Aussi, la meme remarque a été indiquée par Ahmed et Hasnain (2020).

Dans ce présent travail, le pH 7 (neutre) oulégermentacidefavorise la production d’AIA. Une autre
¢tude a conclu que la production d'AIA par Pseudomonas aeruginosa était optimale a un pH
compris entre 6,8 et 7,2 (Spaepen et al., 2007). Lebrazi et al., (2020) ont cité que le pH neutre est
optimal pour une production plus élevées de 1I’AIA par P. aeruginosa.. Parvin et al. (2020) a
¢galement signalé la meme remarque avec P. aeruginosa UPMP3.. Ahmed et Hasnain (2020) ont
enregistré que le pH 7 est le meilleur pH pour une production plus élevéed’AIA par le genre
Pseudomonas. Boonmahome et Mongkolthanaruk (2023) ont montré que les bactéries
rhizosphériques produisent une quantité maximale a pH 7.

La température la plus adéquate pour la biosynthese d’AIA selon la présente étude est30°C. Une
¢tude a montré que la température avait un effet significatif sur la production d'AIA par une souche
de Pseudomonas putida (Sethia et al., 2015). Mohite (2013) a é¢galement rapporté que la production
maximale d’AIA a été observée a 30C°, En plus Patil ef al. (2011) ont indiqué que la productivité
optimale de la souche Acetobacterdiazotrophicus a été observée a la température de 30°C. Khamna
et al. (2010) ont montré que 30°C est optimale pour Streptomyces pour produire un maximum
d'AIA. Bessai et al. (2022) ont également dits la chose sur les bactéries telluriques.

2.6. Production de I’acide cyanhydrique HCN.

Les isolats OA44, OA45, OA47, OB13 et OB14 ont montré une couleur marron-orange sur la
surface de boites a culture (fig.27(a)), ceci indique unela production d’HCN.Cette molécule et sa
synthése par les bactéries est largement abordé par les auteurs. Ryall (2008) a mentionné que
lecyanure d'hydrogéne (HCN) est un métabolite secondaire produit par de nombreuses especes de
Pseudomonas, et que la production de HCN par Pseudomonas est régulée par la disponibilité en
oxygene. De plus, il a été démontré que la production de HCN par Pseudomonas peut avoir des
effets toxiques sur d'autres organismes vivants (Chen ef al., 2016). Un modele de Pseudomonas
aeruginosa antagoniste a €t¢€ isolé et caractérisé par son potentiel de synthése de HCN (Uzair et
al.,2018).Bien que le HCN soit rarement un compos¢ antagoniste responsable du biocontrdle chez
les souches de Pseudomonas (Paulin et al., 2017). La production de DAPG et de HCN par
Pseudomonas sp.LBUM300 contribue dans le contréle biologique d’une maladie bactérienne de
la tomate (Lanteigne et al., 2012).
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Figure 29: Test de production de ’HCN (a) et de solubilisation de phosphate (b)
chez Pseudomonas

2.7. Solubilisation de phosphate :
Les isolatsOA44, OA45, OA47, OB14 ont montré leurs potentialités asolubiliser le phosphate sur
le milieu gélosé (fig.27.b), avec une différence entre les valeurs d’efficacité de solubilisation,
tandis que ’isolat le plus puissant est OA47 avec une ES= 245.83 + 36.08. (Tab. 6).

Tableau 6: Valeurs d’efficacité de solubilisation des isolats.

Souche OA44 OA45 OA47 OB14
Efficacité 138.89 + 9.62 150.00 + 16.67 24583 + 36.08 177.78 + 19.25
Jlubilisation

La potentialité en solubilisation de phosphates des bacteries rhizosphériques en qualité de PGPR
est évalué comme un facteur trés important pour la promotion des plantes, une ¢tude menée par
Vyas et al. (2009) met en évidence le potentiel des Pseudomonas pour améliorer la disponibilité
du phosphore dans les sols et favoriser la croissance de mais, ces bactéries sont capables de
solubiliser les phosphates par la production d'acides organiques. Une autre étude de Saber ef al.
(2015)et Ghorbanzadeh et al. (2020) ontcaractérisé des isolats de Pseudomonas fluorescents qui
ont présenté une forte activité de solubilisation de phosphates. Cela indique la capacité de ces
souches a améliorer la disponibilité du phosphore pour 'absorption par les plantes. Blanco-Vargas
et al. (2020) ont étudié I’inoculation des plantes par des souches de Pseudomonas solubilisatrices
de phosphate pour la promotion de la croissance des plants d'oignon (Allium cepa). Sanchez-
Gonzalez et al. (2022) ont prouvé la solubilisation du phosphate par des souches bactériennes dans
un milieu de Pikovskaya.

2.8. Activité antimicrobienne des métabolites.
2.8.1. Effet antimicrobien d’extrait de pyoverdines des isolats :

Les résultats affichés dans le tableau 7 montrentque 1’extrait de pyoverdine de 1’isolat
OAA47 présente un éffet inhibiteur trés important sur toutes les souches microbiennes testées

Tableau 7: Effet inhibiteur des extraits de pyoverdine des isolats.

S1 S3 S4 S6 C1 Cc2
OA47 9.8 + 2.255 2.1+ 0.289 7.3+ 4.725 23+ 0.577 3.7+ 2136 + 0
OA45 + 0 + 0 1 + 0 + 0 6.6 + 4.04
OA44 0 + 0 1.3+ 0.289 0 + 0 3.6+ 2.08
0OB14 1.3+ 0.289 + 0 1 + 0 + 0 23+ 153

S1: Bacillus cereus, S3: Escherichia coli, S4: Staphylococcus aureus, S6:P.aeruginosa, C1: Fusarium
oxysporum fsp albedinis, C2:Fusarium oxyporum fsp ciceris
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Des ¢études ont indiqué que la pyoverdine, produite par de nombreuses souches de
Pseudomonas, peut inhiber la croissance des champignons et des oomycetes (. Kang et al.,
2018; Santoyo et al., 2012; L. Zhang et Gallo, 2016). Il a été constaté dans cette é¢tude que la
pyoverdine produite par 1’isolat OA47 a un effet inhibiteur sur les deux types des bactéries
aGram-positives et a Gram-négatives, comme il a été¢ signalé par Liu et al. (2021)qui ont
rapporté que la pyoverdine produit par Pseudomonas chlororaphis YL- a puinhiber des Gram-
positives et Gram-négatives, dans des conditions de carence en fer.

2.8.2. Effet antimicrobien d’extrait de métabolites d’isolat OA47 :

Les résultats de de la présente etude montre que pour la concentration 10 mg, les trois extraits
présente un effet différent sur I’ensemble des souches. avec un pouvoir remarquable de la
phénazine, ou il a inhibé toutes les souches sauf E. faecalis. Seulement la phénazine a inibé
Pa, C’est aussi le métabolite quidonné la plus grande zone dinibtion surB.subtilis avec 8.27
mm.

Les extraits de métabolites a la concentration 50 mg (fig.29B) ont significativement inhibé
I’ensemble des souches bactériennesY comprisPa . Aussi la phénazineprésente la zone d’inibtion
la plus élvéesur la souche de B. substilis avec un diametre de 8,9 mm. En revanche, les souches
B. cereus et E. faecalis ont présenté une résistance minimale a l'ensemble des métabolites
testés, méme a la concentration10 mg. Alors que la souche E. coliétait la seule qui a montré
une résistance a tous les extraits a la concentration 10 mg.

Figure 30 : Les zones d’inhibitions de I’activité antibactérienne
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Figure 31: Activité antibactérienne des métabolites d’isolat OA47
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Les résultats de notre étude sur I’effet des métabolites produits par 1’isolat OA47 viennent dans le
méme contexte de celles de plusieurs études similaires. La littérature a bien rapporté 1’effet
inhibiteur de pyoverdine, de pyocyanine et de phénazine. Selon les recherches menées par
Kloepper ef al. (1980), la pyoverdine présente une activité antibactérienne contre Staphylococcus,
Escherichia coli et Bacillus cereus. Ces résultats concordent avec les études menées par plusieurs
auteurs, qui ont démontré l'activité antibactérienne de la pyocyanine (Barakat, 2012; George et al.,
2015; Preetha et al., 2010). Baron et Rowe (1981)ont étudi¢ 1’activité antibiotique de la
pyocyanine et ont observé qu'elle inhibait la croissance de diverses bactéries, notamment
Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Streptococcus pyogenes, ce pouvoir antibactérien de la
pyocyanine était attribué a sa capacité a générer des espeéces réactives de 1'oxygéne (ERO) et a
perturber les membranes bactériennes. Dans une étude menée par Das et Ma (2013) il a été
démontré que la production de pyocyanine par Pseudomonas aeruginosainhibait la formation de
biofilms par d'autres bactéries, telles que Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis, Cette
inhibition était médiée par la capacité de la pyocyanine a perturber les systémes de communication
(quorum sensing) de ces bactéries, qui sont essentiels a la formation de biofilms. DeBritto et al.
(2020) ont constaté que la pyocyanine a inhibé Staphylococcusaureus résistant a la méthicilline
(MRSA) a I'antibiotique vancomycine, et cela par la perturbation de la paroi cellulaire de MRSA,
permettant a la vancomycine de pénétrer et de tuer les bactéries de maniere plus efficace (DeBritto
et al., 2020). La pyocyanine a un effet inhibiteur sur la formation de biofilms, qui est un facteur
de virulence majeur de Pseudomonas aeruginosa(P. Das et Ma, 2013).

Autrement, les phénazines sont une classe d'antibiotiques redox actifs produits par diverses
especes bactériennes, notamment Pseudomonas chlororaphiset Rhizobium qui ont été utilisés
pour inhiber la croissance des bactéries (Hernandez et al., 2004; Krishnan et al., 2007; Yu et al.,
2018). L'étude faite par Morales et al. (2013) a révélé que les phénazines produits par
Pseudomonas aeruginosa inhibaient la croissance de Candida albicans et perturbaient ses voies
métaboliques, ce qui réduisait la formation de biofilms. Cela suggere que les phénazines peuvent
interférer avec la virulence de Candida albicans, un pathogene fongique courant (Morales et al.,
2013). Les dérivés de phénazines font partie des classes de composés fréquemment isolées avec
une activité antimicrobienne (Indraningrat ef al., 2016). Les phénazines et leurs dérivés ont une
large action inhibitrice sur les bactéries, ce qui en fait des candidats potentiels pour le
développement d'antibiotiques (Sousa et al., 2023).

3. Identification moléculaire de I’isolat OA47

3.1. Purification par électrophoreése sur gel d'agarose et I'extraction au gel.

Les produits de PCR sont soumis a une démarche de purification d’ADN par une méthode
standard, I’¢électrophorese sur gel d’agarose est une méthode couramment utilisé a cet effet. Des
aliquotes de 1 uL de PCR d’OA47 ont été électrophorésés sur un gel d'agarose a 1% dans un
tampon TAE a 100 V pendant 60 minutes. .
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Figure 32: Résultats d’électrophorése d’AND OA47 amplifié

La figure3Oprésente les résultats d’électrophorése. Cette figure (gel d’agarose) montre que ce
produit PCR d’isolat OA47 positionné a la colonne 3 s’aligne avec I’échantillon de témoin positif
présentant le gene 16S ARNr,. Apres la récupération de I’extrait purifié, il a été passé au
séquengage.

3.2. Séquencage :

Le séquencage d’ADN de I’isolat OA47 nous a donné deux séquences inverses avant et arricre,
les séquences ont séparément été enregistrées dans deux fichiers « abi. »

Séquencel : 4623045 47 T85F

EETCEECT: AGCCCTTGGEC CTTGAGATC TTAGTGGOGC AGCTAACGCGATAAGTCGACCGOCTGGGGA
GTACGGCOGCAAGGTTAA A ACTCAA ATGA ATTGACGGGGGCCCGCACA AGCGETGGAGC AT TGGT TTAAT
TCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGC TGAGAACTITCCAGAGATGGATTGGTGCCTIC
GGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGC TG TCGTCAGC TOG TG TCGTGAGATGT TGGGTTAAGTCOCGTAA
CGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACCTCGGETGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACC
GGAGGAAGGTGGEEATGACGTCAAGTCATC ATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTC
GGTACAAAGGGTIGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATA 4 4 ACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGICT
GCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGA ATCGCTAGTA ATCGTGA ATC AGA ATGTCACGGTGAATACGT TCCOGGS
CCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTIGCTCCAGA AGTAGC TAGTCTAACCGCAAGGGGG
ACGGTTACCACGGAGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACA AGGTAACCGTAA A

Séquence 2 : 4623046 47 907TR

BN CEENICCCAGGCGGETCGACTTATCGCGT TAGCTGCGCCACTAAGATC TCAAGGATCCCAACGGCTAGTCG
ACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTITGCTCCCCACGCTITCGCACCTCAGTIGICA
GTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTICGCCACTGGTGTICCTICCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAA
ATTCCACCACCCTCTACCGTACTC TAGCTCAGTAGTITIGGATGCAGTICCCAGGTIGAGCCCGGGGATTIC
ACATCCAACTIGCTGAACCACCTACGCGCGCTITACGOCC AGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTICGTIAT
TACCGOGGCTGCTGECACGAAGTI TAGCCGGIGCTIAT ICTGTIGC TAACGICAAAACAGCAAGGTATTAACT
TACTGCCCTICCTCCCAACTTAAAGTGCTITACAATCCGAAGACCTICTICACACACGCGGCATGGCTGGAT
CAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGIGICTCAGITCCA
GTGTGACTGATCATCCTCTCAGACCAGTTACGGATCGTCGCCTIGGTAGGCCTITACCCCACCAACTAGCTA
ATCCCGACCTAGGCTCATCTGATAGCGTGAGGTCOGAAGATCCCCCACTTICTCCCTCAGGACGTATGCGGTA
TTAGCGCCCGTITICCGCGACGTIATCCCCCACTACCAGGCAGATICCTAGGCATTACTCACCCGTICCGCCGCT
GAATCCAGGAGCAAGCTCCCTICATCCGCTCGACT IGCATGTGTIAGGCCTGCCGCCAGCGTTCAATCTGAG

ccaTill Bl 2cTcT2l

Figure 33: Séquences d’ADN d’isolat OA47, séq.1 : Avant/F- seq.2 : Arriere/R.

3.3. Analyse de données produites de séquences

Les séquences produites ont été visualisées et analysés avec le logiciel Sequence Scanner
classifiant séquences nucléotides en fonction de leur qualité (affichées en couleur rouge par
exemple (fig.32).
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Flgure 34: Visualisation et scan des séquences par Sequ scanner

A T’aide de logiciel Open Vector Editor, la suppression des séquences de qualité médiocre
déterminées de séquengage avant et arriere a été effectuée. Puis il a été procéder a 1'alignement
ou a l'assemblage (contig) a I’aide de logicielBioEdit,pour produire la séquence intégrale.

Figure 35 : Suppression de portion a faible qualité des séquences F/R par Open Vector Editor

L’alignement ou I’assemblement des deux séquences Avant -Arriere purifiées nous a produit une

séquence intégrale avec une longueur de 1485pb enregistrée sur un fichier FASTA (fig.34) préte
a la soumission pour la requéte dans la plateforme en ligne NCBI.
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LOCUS 47_1485pb 1485 pb ADN linéaire SYN 05 OCT 2023 ORIGINE

1 ggeteagatt gaacgetzg e geeaggecta acacatgeaa giogagegea traaggrage
61 tigctoctgg aticagcgge ggacgggiza ghalgecha ggaaicigee gghagizee
181 cticggacct cacgetatca gatgagecta gotcggaita getagitost sggpotaaagy
241 cctaccaagg cgacgatecg tasctggict gagaggatya teagteacae tggaactgag

361 tgatccagee atgecgegts tztgaagaag gioticggat tptasag cac tiaagtteg
411 gaggaagoge agtaagttaa tacettgety tittracgtt accaacagaa mageacegy
481 ctaacttcgt gecageager goeggiaatac gaagggtgca agogttaate ggaattactg
341 ggegtaaage gogegtaggt gottcageaa gitggatety asateccegg geteascety
601 graactgeat ccaasactac tzagetagag tacggtagay gotggiogaa titectgtgt
661 agegetzaaa tgegtagata tagraaggaa caccagtgge gaaggcgace acciggacty
721 atactgacac tgaggtgega aagegtogey agcaaacagy attagatace ctggtagiee
781 acgecgtaaa cgatgiegac tageegtigg gatectizag atettagteg cgcagetaac
341 gegataagte gaccgectge gragtacgge cgoaaggtia aaactcaaat gaatigaceg
901 gggeccgear aageggtaga geatgiogtt taatie gaag cascgegaag aacctiacet
961 ggectigaca tzcigagaac tticcagaga tggatiggis colticggraa cicagacaca
1021 ggtzctgeat ggetgtegic agefegtgte gigagatott grgttaagtc cogtaacgag
1081 cgeazccctt g tocttagtt accageacct cgggiggeea cietaaggag actgecg gty
1141 acasaccgga ggaaggirge gatgacgica agteateaty gecctiacgg ceagggetac
201 acacgtgcta caatggtegg tacaaagggt trccaagecg cgaggtegan ctaateecat
1261 aaaaccgate gtagtocgea tegeagiety caactcgact gogigaagte ggaategeta
1321 gtaatcgtga atcagaatgt cacggtgaat acgitecogy geottgtaca caccgeoogt

1441 cacggagtea ticatvacts geetraagte gtaacaaset asceg

Figure 36: Séquence intégrale d’ADNTr 16S produite de séquencage.

3.4. Recherche dans la base des données NCBI (BLAST)

Apres la soumission de la séquence intégrale a la requéte dans la base de données NCBI, dix
souches authentiques ont été suggérées en fonction de similarité par ordre de pourcentage
d’identité, le tableau (annexe4) présente les meilleures 10 similarités suggérés pour

interprétation.

La liste présentée montre une correspondance significative des séquences de références avec
notre séquence requétée, une haute similarité a été présentée chez la séquence a numéro
d’accession NR 117678.1 décrite en tanque Pseudomonas aeruginosastrain DSM 50071 16S
ribosomal RNA. Cette similitude trés élevée est dii a son scores trés élevé, sa valeur E trés faible
(0.0), son pourcentage d'identité atteint 99.93% et a la couverture de la requéte maximale a 100

%.

Preudomanas hvdralvrics sirain DEWYD1 168 rhosomnl RN A, partial sequeree
Proudimonas stuteeri ATCC 17588 = LMG 1119% 165 nbosomal BNA, complels sy,
Smirzerimares sturzeri sirnin VE & B-975 165 ribosomal RMA, partial sequence
\ Preudimonas alealigeness sirain NBRC 14159 165 ribesimral RMNA. partial sequenoe
Q Preudomanas atitidis strain MCC 10330 165 ribosomal RMA |, partial sequence
@ Preudimonas resmovorars strain ATOC 14235 168 nbosomal RNA, partial segqueence
9 Prendnmanas acruginesn strain DEM 30071 165 rihosomal RMA, complese sequence
Q9 Procudosmonas soruginesa strain DEM 30071 165 ribosomal RNA, partial soquence
o Preudnmanas acruginesn strein WRRC 12689 168 ribosomal RMNA, portin sequence
Proudvamomss acruginesa strain ATCC 10145 165 abosomal BNA, partal soguence

247 1485bp

Figure 37: Arbre phylogénétique de la souche OA47
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I1. Effet de cuivre et d’inoculation bactérienne sur la germination de la féve Vicia
faba.

1. Effet de cuivre et d’inoculation bactérienne sur le temps moyen de germination :
1.1. Résultats.

Sélection des isolats.

Ense basant sur les tests de résistance au cuivre et de production d’AlIA, (Partie précédente), les
isolats OA47 et OB14 ont été sélectionnées comme les plus résistants au cuivre et les plus
productifsd’AIA.

1.1.1. Temps moyen a 50 % de germination (T50)

Dans le groupe des graines de la variété Aguadulce non inoculées (fig.36), il a été observé que le
traitement au cuivre a progressivement diminué le temps moyen de 50 % de germination (T50), mais
pour la variété locale, le T50 a montré une légere diminution. Alors que le T50 des graines de la
variété Aguadulce inoculées par OB14 et OA47 a proportionnellement augmenté en fonction des
concentrations du cuivre, jusqu’au traitement SmM. Alors que, le T50 des graines de la variété locale
inoculée avec OB14 et OA47 a augmenté sous traitements de cuivre. L’inoculation par OB14 et
OAA47 a clairement réduit le T50 des graines d’Aduadulce sous les traitements 0, 2.5 et SmM, alors
que sous 10 mM les isolats OB14 et OA47 ont augmenté le T50. Les isolats OB14 et OA47 ont
¢galement augmenté le TS50 des graines de la variété locale en présence ou en absence du cuivre sauf
pour les graines inoculées par OA47 et les non traités au cuivre ou le T50 a été diminué.

Temps moyen a 50% de germination, Temps moye“? ?0% germination,
Varieté Aguadulce veriété locale
10 8
8 I 6
@ - T _I-| | = .l.
3 &
3 1
s L L Py
0 ' ' ' 0
CO-OmM  C1(2.5mM) C2(5mM) C3(10mM) CO-0mM ! C1(2.5mM) ! C2(5mM) ! C3(10mM)
Traitements . Traitements
| _Bsp moBt4 momd47 | [ @sP___mOB14__ OOA4T |

Figure 38: Effet d’inoculation bactérienne et de cuivre sur le temps de germination T50.

1.1.2. Pourcentage de germination :

La Figure37montreque les traitements par 2.5 et 5 mM de cuivre ont augmenté le pourcentage de
germination des graines non inoculées et inoculées par OA47 chez la variété locale.Alors que le
traitement par 10 mM a provoqué une diminution en PG et que le PG des graines inoculées par OB14
a diminué en présence de cuivre. Ila été constaté aussi que chez la variété Aguadulce les traitements
au cuivre ont diminué le PG des grainesinoculées et non inoculées sauf par 1’isolat OB14.
L’inoculation par I’isolat OA47 et OB14 ont augmenté¢ le PG des graines de la variété
localependantque 1’isolat OA47 a provoqué une diminution en PG sous tous les traitements au cuivre
saufle traitement 10mM ou le PG a augment¢€ par rapport a celui des graines non inoculées.
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Figure 39 : Effet d’inoculation bactérienne et de cuivre sur le pourcentage de germination TG.

. En comparant entre les deuxvariétés de féve examinées,il apparait queque les graines dela variété
locale ont montré une augmentation de PG sous tous les traitements en cuivre inoculés ou non
inoculés sauf dans le cas du traitement 0 mM.Pour les graines de la variété Aguadulce seul le

traitement par OB14 a augmenté le PG des graines.

1.1.3.Longueur de la radicule (LR)

Longueur de I'embryon, Varieté locale
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Figure 40: Effet d’inoculation bactérienne et de cuivre sur la longueur d’embryon LE.

Les résultats de la variété locale (fig.38) montrent que les traitements au cuivre ont relativement
augmenté la longueur de radicule (LR) des graines non inoculées avec une élongation optimale de
radicule des graines traitées par 2.5 mM de cuivre. La longueur de radicule des graines inoculées a
diminué sous ’effet des traitements au cuivre, sauf celles inoculées par I’isolat OA47 et traitée par
5 mM du cuivre ont montré une augmentation de LR. L’inoculation par I’isolat OA47 a augmenté¢ la
LR des graines en absence eten présence de cuivre sauf les graines traitées par 2.5 mM du cuivre qui
a montré une diminution en LR, alors que I’isolat OB14 a provoqué une augmentation de LR des
graines traitées avec une concentration nulle et 5 mM du cuivre, et une diminution en LR des graines
traitées par 2.5 et 10 mM.

Pour la variété Aguadulce, les traitements au cuivre ont diminu¢ la longueur de radicule des graines
non inoculées et celles inoculées par OB14.Les graines inoculées par OA47 ont également montré
une diminution sous les traitements au cuivre sauf le traitement a2.5 mM ou la LR a enregistré une
valeur maximale. Les isolats OB14 et OA47 ont induit une augmentation en LR des graines traitées
et non traitées au cuivre sauf celles inoculées par OB14 et traitées par 10 mM du cuivre.
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La comparaison des valeurs de la longueur de radicule des graines chez les deux variétés, a permis
de constater que 1’inoculation par OA47 et OB14 sans traitement au cuivre a augmenté cette longueur
chez la variété Aguadulce. Alors chez la variété locale, les graines non inoculées et traitées au cuivre
ont monté une ¢longation d’embryon plus importante. L’interaction de 1’inoculation des bactéries et
le cuivre a affecté la longueur de uniquement chez la variété Aguadulce par rapport a la variété locale
sauf dans le cas des graines inoculées par OA47 sous 5 mM de cuivre, ainsi que les graines inoculées
par OB14 et traitées avec 10 mM de cuivre.

1.1.4. Rendement de germination :

Indice de Vigor, Varieté locale Indice de Vigor, Varieté Aguadulce
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Figure 41 : Effet d’inoculation bactérienne et de cuivre sur le rendement de germination (Indice de Vigeur).

Les résultats montrés dans la Figure39, indique que pour la variété locale, les traitements au cuivre
ont augmenté I’indice de Vigeur chez les graines non inoculées avec une valeur optimale sous le
traitement 2.5 mM de cuivre. Cet indice a ¢été diminué sous 1’effet du cuivre chez les graines
inoculées par OA47 et OB14 et a augmenté avec celle inoculées par OA47 sous le traitement 5
mM de cuivre. L’inoculation par OA47 et OB14 a provoqué une augmentation de IV des graines
en absence et en présence de cuivre sauf celles inoculées par OA47 et traitées par2.5 et 10 mM de
cuivre qui ont montré une légere diminution.

Les graines de la variété Aguadulce ont montré une diminution de 1’indice de Vigeur sous I’effet
du cuivrechez les graines non inoculées.I’I'V des graines a augmenté seulement par I’isolat OA47
dans 2.5 mM de cuivre. L’inoculation par OA47 et OB14 ont provoqué une augmentation en IV
des graines traitées et non par le cuivre.

Les graines de la variété locale non inoculées et celles inoculées par OA47 en présence et en
absence de cuivre ont montré des valeurs d’IV plus importantes que celles de la variété Aguadulce.
Par contre, les graines de la variété Aguadulce inoculées par OB14 ont montré des valeurs d’IV
plus importantes comparativement avec celles de la variété locale.

113



PartieII  Chapitre02 : Résultats et Discussion

1.1.5. Vitesse de germination :

Vitesse de germination, Varieté locale Vitesse de germination, Varieté Aguadulce
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Figure 42: Effet d’inoculation et du cuivre sur la vitesse de germination

La Figure 40présenteles résultats de la vitesse de germination (VG) qui exprime le nombre moyen
des graines germées par jour. La vitesse de germination des graines de la variété locale non inoculées
et celles inoculées par OA47 a augmenté sous 1’effet de traitement par 2.5 et 5 mM du cuivre, Alors
que les traitements au cuivre ont diminué la VG des graines inoculées par OB14. L’inoculation par
OAA47 a augmenté la VG des graines de la variété locale en présence et en absence de cuivre. Alors
que I’isolat OB14 a augmenté la VG sauf en absence du cuivre

La VG des graines de la variété Aguadulce non inoculées a été augmenté par les traitements du
cuivre avec une valeur maximale dans la concentration 5 mM, Alors que pour les graines inoculées,
les concentrations de cuivre ont diminué la VG, et d’une maniere inversement proportionnelle avec
I’inoculation deOA47. L’inoculation deOB14 a augmenté la VG des graines alors que I’isolat OA47
a augmenté VG des graines non traitées au cuivre et a diminué celles traitées avec 2.5 et 5 mM..

En comparant les deux variétés, il a été constaté que la VG des graines de la variété locale non
inoculées et celles inoculées par OA47 a augmenté en présence et en absence de cuivre. L’isolat
OB14 a augmenté¢ la VG chez la variété¢ Aguadulce sous tous les traitements au cuivre saufa 10 mM
ou la VG a diminué.

1.2. Discussion :

Les résultats de la présente étude, montrent une grande variation entre les réponses des deux
variétés étudiées, ce qui peu impliquer 1’effet de leur variation génétique sur la tolérance au stress
abiotique et I’interaction avec les bactéries d’inoculation.Senberga., (2018) aaussi rapporté cette
variabilité en pourcentage de germination de différents cultivars de Vicia faba.

Les résultats de la présente étude révéelentl’effet des hautes doses du cuivre surla de
germination.Houshmandfar et Moraghebi, (2011) ont montré que les hautes doses de cuivre
retardentproportionnellement la germination,la vitesse et le temps de germination .Siqueira et al.,
(2020) et Yang ef al.(2011) ont constaté que le temps de germination influencait l'activité de la
DAO, une enzyme impliquée dans la dégradation des polyamines, et la teneur en GABA, un acide
aminé non protéique.

Nous avons également observé un effet d'inoculation sur la prolongation du temps de germination,
ce qui est cohérent avec les résultats obtenus par Paredes-Paliz er A/. (2016)qui ont constaté que
I'inoculation avec des isolats bactériens sélectionnés de la rhizosphére de S. densiflora pouvait
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prolonger la période de germination. Dans cette étude, l'application de concentrations faibles a
augmenté a la fois le pourcentage de germination et la croissance de I'embryon. Cependant, avec
'augmentation de la concentration, une inhibition partielle de la germination et de la croissance a été
observée. Les graines traitées avec de faibles concentrations de cuivre ont montré un pourcentage
de germination plus ¢élevé, tandis que dans les doses moyennes, ce pourcentage a diminué, pour
ensuite augmenter a nouveau dans les concentrations les plus élevées(Muccifora et Bellani, 2013).
Sullivan et al., (2022) ont prouvé I’effet bénéfique de certaines faibles concentrations de cuivre sur
I’amélioration de taux de germination des graines de Heterozestera nigricaulis. L'exposition au stress
des métaux lourds a été associée a une baisse du taux de germination et de la mobilisation de la
biomasse. Sfaxi-Bousbih et al. (2010) ont constaté que le traitement au cuivre a entrainé une
inhibition de 37 % du taux de germination des graines de haricots. La germination des graines,
particulierement sensibles a leur environnement, est régulée par des modifications de I'état redox
cellulaire. L'ajout de métaux aggrave ce microenvironnement, entrainant la dégradation des protéines
et, par conséquent, une germination réduite, comme le soulignent (El-Maarouf-Bouteau et Bailly,
2008). Le cuivre, I'un des métaux les plus toxiques, est connu pour induire des changements néfastes
dans les cellules végétales (Janas et al., 2010), provoquant ainsi un stress oxydatif au niveau des
tissus (Monferran et al., 2009; Sharma et Dietz, 2008). Dans cette étude, les résultats concernant la
variété locale sans inoculation révelent une diminution du pourcentage de germination des graines.
Ce résultat est en accord avec ceux de Singh et al. (2007), qui ont également observé une réduction
du pourcentage de germination sous l'effet du stress cuprique. I’effet de cuivre se varie avec la
concentration, le pourcentage de germination a ét¢ diminué avec les basses concentrations puis
augmenté par les moyenne concentration, alors que les concentration excessives ont affecté
négativement la germination ainsi que 1’élongation de germe des plantules (Siqueira et al., 2020).
Une étude antérieure a démontré que le traitement au cuivre retarde la germination des graines de
haricot et la croissance des embryons en perturbant la libération d'azote des protéines cotylédonaires
(Karmous et al., 2014). De méme, Khan et al. (2019) ont observé une réduction progressive du
pourcentage de germination et de la longueur des embryons avec 'augmentation des concentrations
de cuivre. Par exemple, une dose de 10000 mg/kg de cuivre a réduit le pourcentage de germination
de Schinus terebinthifolius, (Siqueira ef al., 2020). Cette diminution peut s'expliquer par
I'accumulation accrue de métaux lourds (Bezini ef al., 2019), entrainant une diminution de
l'absorption d'eau par la graine et des modifications dans la mobilisation des réserves dans I'embryon
(Caroli et al., 2020). 11 a été observé que le pourcentage de graines germées diminue avec les
concentrations plus élevées de cuivre(Siqueira et al., 2020). Bien que les graines d'Aguadulce aient
montré une certaine tolérance au cuivre, cette variété peut étre néanmoins affectée négativement dans
ces conditions. Cependant, les concentrations élevées de cuivre n'ont pas influencé les parametres
¢tudiés, ce qui suggere une certaine tolérance a des concentrations élevées (CETESB, 2016).La
réduction de la germination des graines causée par un exces de métaux lourds pourrait étre attribuée
aune diminution de l'absorption d'eau par les graines, en raison de la toxicité et des effets osmotiques
de la solution (Bezini et al., 2019), a des interférences dans la perméabilité de la membrane cellulaire
(Caroli et al., 2020) et a des changements dans la mobilisation des réserves dans 1'embryon, tels que
la diminution de I'hydrolyse enzymatique de 1'amidon, affectant l'apport de sucre a 1'embryon en
développement (Karmous et al., 2015). La toxicité due au cuivre inhibe l'activité des isoenzymes
alpha-amylase et invertase, responsables de la dégradation de 1'amidon et du saccharose dans les
tissus de réserve, réduisant ainsi la disponibilité des nutriments pour les graines pendant la
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germination (Mittal et al., 2015). Le stress causé¢ par un excés de cuivre réduit les activités
protéolytiques dans les cotylédons, altérant la mobilisation des nutriments et empéchant ainsi la
formation des plantules (Karmous et al., 2012).L'absorption du cuivre se produit via le systeme
racinaire en raison de son affinité avec les parois cellulaires des racines, et l'exces inhibe la
transcription des genes liés a la division cellulaire avec des effets néfastes sur le systéme racinaire
(Ambrosini et al., 2017;. Zhu et al., 2017). De plus, a des concentrations élevées, le cuivre peut étre
toxique pour les plantules, induisant la formation d'espéces réactives de I'oxygéne (ERO),
principalement le peroxyde d'hydrogéne (H207), pouvant causer des dommages oxydatifs aux
cellules végétales (M. H. Saleem, Fahad, Khan, Din, Ullah, Sabagh, & Liu, 2020).

L'effet bénéfique de l'inoculation avec OB14 a été observé chez la variété Aguadulce, augmentant
de maniere significative le pourcentage de germination, que ce soit en présence ou en absence de
cuivre. Cependant, pour la variété locale, cet effet n'a été remarqué que pour les graines traitées avec
de faibles doses de cuivre. Cette différence peut étre attribuée a une altération de la fonction
enzymatique dans les cellules racinaires. La toxicité des métaux peut étre atténuée par les plantes
grace a l'introduction de bactéries résistantes aux métaux lourds (PGPR). L'inoculation conjointe
avec ces bactéries PGPR a été associée a une amélioration de la biomasse des plantes (Y. Wang et
al., 2023). De plus, I'inoculation avec des isolats bactériens appropriés de la rhizosphére de S.
densiflora a été suggérée comme une approche pour améliorer le taux de germination (Paredes-Paliz
etal., 2016).

La diminution de la croissance des racines et des tiges observée chez les graines de la variété
locale traitées avec des concentrations ¢élevées de cuivre en l'absence d'inoculation bactérienne est
similaire aux résultats trouvés par (Nanda et Agrawal, 2016), qui ont montré une réduction
significative de divers facteurs de croissance, tels que la germination, la longueur des racines et des
cotylédons, en réponse au stress causé par le cuivre et le zinc. Les résultats sur la croissance des
racines et des tiges indiquent que le cuivre a faible concentration favorise I'¢longation des racines
et des tiges avant de devenir nuisible au développement embryonnaire. Les différences observées
dans les valeurs de la longueur des racines suggerent une plus grande résistance au cuivre chez les
plantes inoculées, tant aux concentrations faibles que élevées, car les fonctions biologiques des
racines ont changé progressivement sous l'influence des ions de cuivre (Sfaxi-Bousbih et al., 2010).

En outre, l'inoculation avec OB14 a significativement augmenté la croissance des racines et des
tiges en présence ou en absence de cuivre. De méme, 1'inoculation conjointe avec des bactéries
PGPR a été associée a une amélioration de la biomasse des plantes (Fatnassi et al.,
2015).L’inoculation bactérienne peut potentiellement atténuer les effets négatifs du stress du cuivre
sur la germination des graines, ce qui peut se traduire par un temps de germination plus court pour
les graines de Vicia faba(Fernandez-Aparicio et al., 2014). Une étude a démontré que 1'inoculation
bactérienne améliorait la croissance et les paramétres physiologiques des plantes de feves, ce qui
pourrait potentiellement influencer le taux de germination des graines (Elbagory et al., 2022). Une
autre ¢tude a révélé que le stress au cuivre avait un impact négatif sur la croissance de Vicia faba,
mais la double inoculation avec les souches de Rhizobium et de PGPR a atténué les effets négatifs
et amélioré la croissance ainsi que le statut antioxydant des plantes (Fatnassi et al., 2013).
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1.3. Conclusion

Les bactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR) ont été étudiées pour leur capacité a
atténuer la toxicité des métaux lourds dans les plantes et dans des environnements pollués. Dans cette
étude, nous avons évalué les effets de l'inoculation avec des souches PGPR sur la germination des
graines de deux variétés de Vicia faba, Aguadulce et locale, soumises au stress du cuivre.

Nos résultats montrent que les traitements au cuivre appliqués ont eu des effets différents sur la
germination et la croissance de I'embryon entre les deux variétés. Nous avons observé une certaine
résistance au cuivre a faible concentration chez la variété Aguadulce par rapport a la variété locale,
ou des concentrations élevées de cuivre ont inhibé et retardé partiellement la germination. L'eftet de
l'inoculation avec deux isolats de Pseudomonas sur le pourcentage, le temps et la croissance de
I'embryon a été relativement positif. L'isolat OB14 a montré un effet significatif sur le pourcentage
de germination et la croissance de I'embryon des graines de la variété locale. Cependant, la présence
d'une inoculation bactérienne a parfois renforcé 1'eftet positif du cuivre.

Nous pouvons également conclu qu'un traitement avec une faible teneur en cuivre interfére
significativement avec la germination et le développement de Vicia faba, avant d'atteindre des
niveaux toxiques. Ces résultats suggerent la nécessité d'approfondir notre compréhension des
mécanismes sous-jacents des effets du cuivre et de l'inoculation bactérienne, ce qui pourrait ouvrir
la voie a de nouvelles stratégies pour atténuer les effets néfastes des métaux lourds sur les plantes.
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2. Effet de salinité et d’inoculation bactérienne sur la germination des graines de la féve
Vicia faba
2.1. Résultats
2.1.1. Identification et Caractérisation des souches d’inoculum.

Tableau 8:Caractéristiques des souches

Isolat  Efficacité de la solubilisa Concentration de AlA Sidérophores Identification
Phosphore (ng/ml)
(ng/ml)
PSB3 234,50+11,01 605,34+15,91 20,05+2,83 +++ P.luteola
PSB16 246,00+ 9,11 553,62+24,17 12,62+3,16 + P.luteola
PSB58 188,32 £11,08 398,00+11,76 13,60+3,67 + P.luteola
PSB66 217,48+12,14 502,25+14,83 15,49+3,05 ++ P.fluorescens
SHA21 239,67+3,06 672,33+7,37 6,69+1,04 +++ P.fluorescens

Valeurs : moyenne * écart type,abc.... : groupes homogeénes indiquant des valeurs statistiquement différentes selon le
Newman-Keuls & P<0,05, SDR : sidérophores ,- : négatif ,+: positif ,++ : moyennement positive ,+++ : fortement positif.

2.1.2. Sélection des souchespour I’inoculation.

Tableau 9 : Croissance des isolats de Pseudomonas dans des concentations de NacCl.

Bacterial strains 0mM 100 mM 200 mM

P1 1.363* + 02 1311 + 0.067 126 =+ 0.08
P2 1505 =+ 0.07 164 + 0347 152 + 0.147
P3 1926 + 0.067 1883 + 0082 124 * 0.073
P4 1343 + 0.093 1495 + 0127 122 + 0.067
P5 1.086 + 0115 1246 + 0.097 1.07 = 0.13

Les souches : P1 : SHA21 ; P2 :PSB3 ; P3 :PSB58 ; P4 :PSB16 ; P5 :PSB66
*= Absorbance de la suspension bactérienne

Les valeurs d’absorbance des cultures de test de résistance a la salinité présentésau tableau 09
montrent que les souches P1, P2 et P3 sont respectivement les plus résistantesa la salinité.

P4 95

Figure 43 : Absorbances_de culture de test de résistance a la salinité des souches : P1 : SHA21 ;P2
:PSB3 ; P3 :PSB58 ;P4 :PSB16 ;P5 :PSB66.

B0 m mol
W 100 m mol
200 m mol

Pl P2 P3
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2.1.3. Effetcombiné de la salinité et de I’inoculation sur la germinationdes graines de la

feve.
2.1.3.1. Taux de germination (TG) :

a. Variété Aguadulce :

D’apres les résultats obtenus (fig 42), on a constaté que les traitements salins 100 et 200 mM ont
inversement proportionnelle affectéla diminution de taux de germination des graines non inoculées
de la feve, alors que dans les graines inoculées avec P1, P2 et P3, la salinité a provoqué une variation
non réguliere dans les valeurs deTG.

La comparaison des valeurs de TG des graines inoculéesavec les souches P1, P2 et P3 avec
cellesdes graines non inoculées, permet de constater une augmentation de TG pour tous les
traitements salins et non salin (0 mM), les valeurs de TG ont atteint leurs maximums en présence de
I’inocula P1.

Variété Aguadulce Variété locale

L8 38
£ R T w
g £ g £
SO SE0
o sp P1 P2 P3 &g sp P1 P2 P3
Bacterial strains Bacterial strains
#SOmM  ®S100mM & 5200mM BSOMM  ES100mM

Figure 44: Effet combiné de salinité et d’inoculation sur le taux de germination de deux
variétés de Vicia faba, variété locale et Aguadulce.

b. Variété locale

Les résultats obtenus indiquent une relation inverse entre la salinité et le taux de germination des
graines inoculées avec les souches P1, P2 et P3, ainsi que des graines de fevenon inoculées.

De plus, les souches P1, P2 et P3 ont entrainé une diminution du taux de germination a tous les
niveaux de salinité, a I'exception du traitement non salin ou les souches P1 et P2 ont montré une
augmentation du taux de germination par rapport aux graines non inoculées.

2.1.3.2. Vitesse de germination (VG) :

a. Variété Aguadulce :

Les résultats obtenus, (fig 43) révélent que la salinité a eu un effet inversement proportionnel sur
la vitesse de germination des graines non inoculées de la feve. De plus, la salinité a entrainé une
diminution de la VG des graines inoculées avec P2. En revanche, les traitements salins ont
proportionnellement augmenté la VG des graines inoculées avec P1 et P3.
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En outre, par rapport aux graines non inoculées, I'inoculation avec P1, P2 et P3 a entrainé une
augmentation de la VG des graines pour tous les traitements salins, a I'exception des graines
inoculées par P2 et traitées avec 0 mM de salinité.

Variété Aguadulce Variété locale
3 5
v § ‘32'5 z
E 5352 o
8 £ S $e7
gEZ w g 3
Seo £5%
0.5 gg = E HO
(7]
0 — . & sp P1 P2 P3
SP P1 P2 P3 _ _
Bacterial strains
Bacterial strains
#S0mM = S100mM &8 5200mM @SomM  ®S100mM @ S200mM

Figure 45: Effet combiné de salinité et d’inoculation sur la vitesse de germination
de deux variétés de Vicia faba , variété locale et Aguadulce.

b. Varieté locale
D’apreés les résultats obtenus, (fig 43) le stress salin a provoquéun effet significatifsur la vitesse de
germination des grainesinoculées avec P1, P2 et P3 et non inoculées de la féve.En regardant les
valeurs de VG des graines non inoculées, on observe que 1’inoculation avec les souches P1, P2 et
P3 a significativement réduitlaVGa tous les niveaux de salinité.
2.1.3.3. Temps moyen de germination (T50) :

a. Variété Aguadulce

Les traitements salins, (fig 44) ont entrainé une augmentation des valeurs du temps moyen de
germination (T50) pour les graines inoculées et non inoculées.

La comparaisondes graines non inoculées et inoculéesavec P1, P2 et P3 a permit de constater une
augmentation du temps moyen T50 pour tous les traitements salins, a I'exception de la concentration
de 100 mM en présence des souches P2 et P3.

Variété Aguadulce Variété locale
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Figure 47: Effet combiné de salinité et d’inoculation sur le temps moyende 50% de
germination de deux variétés de Vicia faba, variété locale et Aguadulce.
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b. Variété locale
Les résultats indiquent que la salinité a eu un effet proportionnel sur le temps moyen de germination
(T50) des graines, que se soient inoculées avec les souches P1, P2 et P3 ou non.
L'inoculation avec les souches P1, P2 et P3 a augmenté la T50 pour tous les traitements salins, a
I'exception du traitement a 100 mM en présence de la souche P2.

2.1.3.4. Efficacité du Rendement

LesFigures 44, 45 et 46présentent des résultats de tous les types de traitement comparés avec le
contréle (0 mM de NaCl et sans inoculation). Ces résultatsont montré que les deux variétés de Vicia
faba ont réagi différemment a la salinité et & I'inoculation bactérienne. Les graines de la variété
Aguadulce ont montré une tolérance plus élevée a I'effet de la salinité sur le taux de germination
(Figure 7) par rapport ala variété locale, et surtout en présence d'une inoculation bactérienne. Les
résultats de I'effet d'interaction de la salinité et de I'inoculation bactérienne sur la germination des
graines ont montré une diminution du taux de germination chez les graines de la variété locale.
Cependant, ce taux a augmenté chez les graines de la variété Aguadulce.
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Figure 46 : Efficacité du taux de germination des graines de deux variétés sous inoculation
bactérienne et traitements salins.

La Figure 48 a montré une diminution de l'efficacité de la vitesse de germination de toutes les
graines de la variété locale traitées. Cependant, les graines de la variété Aguadulce inoculées avec
les souches P1 et P3 ont montré une amélioration de la vitesse de germination, notamment sous
traitement salin.
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Figure 47 : Efficacité de la vitesse de germination des graines de deux variétés sous
inoculation bactérienne et traitements salins.

Tableau 10: Synthése des résultats de germination de la feve (V. Aguadulce) sous stress salin.

;I;Z:::?:::l Traitements a T50 Vitesse de Germination | Taux de Germinatioj

0 mM + 1 1.339 £ 0.167 3+ 6.25

SP 100 mM 6+ 252 0.713 £ 0.515 20+ 7.217
200 mM 3+ 1.16 0.711 £+ 0.077 16 + 7.217

0 mM 4667 £ 1.16 1.551 £ 0.699 45.833 £ 19.094

P1 100 mM 6.667 £ 0.58 2.024 £ 0.667 66.667 + 19.094
200 mM 5.667 £ 1.16 2241 £ 0.553 58333 + 7.217

0 mM 5333 £ 1.53 1.165 £ 0.663 375 + 21.651

P2 100 mM 6 £ 1.73 0.839 £ 0.146 33.333 + 9.547
200 mM 7+ 0 0.851 =+ 0.277 375 + 125
0 mM 4333 + 1.53 1.379 £ 0.367 375 + 125
100 mM 4667 £ 2.08 1.571 £ 0.635 50 £+ 125

P3 200 mM 5+ 4 2.469 £ 1.067 33.333 + 7.217
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Les traitements salins et l'inoculation bactérienne ont clairement affecté le temps moyen de
germination T50 des deux variétés, tandis que la germination des graines de la variété locale était
la plus retardée a tous les niveaux de traitement.
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Figure 48: Efficacité du temps de germination (T50) des graines de deux variétés sous
inoculation bactérienne et traitements salins.

Tableau 11 : Synthese des résultats de germination de la féve (V. locale) sous stress salin.

In0,c1.ﬂation Traitements T50 Vites.se d.e Taux de GerminatioJ
bactérienne |NaCl Germination

0 mM 333, = 2.3 472, + 1.91 54.16° =+ 7.217

Sp 100 mM 7.33. = 1.14 1.04: + 0.25 41.66° = 7.217%

200 mM 7.00 = 1.00 040 <+ 0.23 16.66" =+ 7.217%

0 mM 6.33. = 3.2] 1.58. % 0.70 41.66" + 14.43

P1 100 mM 7.33. = 3.00 0.63¢ =+ 0.59 20.83. =+ 19.09

200 mM 9.33. = 1.1  0.19: =+ 0.33 8.333 =+ 14.43

0 mM 6.33. = 2.01 2356 + 0.38 66.66" =+ 19.09

P2 100 mM 6.66° + 2.8 0.70C + 0.65 20.83. =+ 19.09

200 mM 8.00 = 2.00 0328 + 0.37 125 + 12.5

0 mM 5.66° = 1.1{ 348 =+ 0.82 66.66" =+ 19.09

100 mM 8.66" =+ 1.1{ 0.16" <+ 0.14 8.333 =+ 7.217%

P3 200 mM 9.33. = 1.1  0.19: =+ 0.33 8.333 =+ 14.43

2.2. Discussion

Les résultats de la germination montrent que le stress salin a affecté négativement le pourcentage
de germination , le temps moyen de 50 % de germination et la vitesse de germination des deux
variétés, confirmant ainsi que la salinité a un effet inhibiteur sur la germination. Certaines études
ont montré que les concentrations élevées de sel retardent la germination des graines (Askri et al.,
2007; camlicaet Yaldiz, 2017; Karim et al., 1992; Mondal et al., 1988; Papastylianou et al., 2018)
et réduisent le pourcentage final de germination (Bouda et al., 2001; Othman et al., 2006). Cette
diminution est attribuable a la réduction de l'utilisation des réserves des graines (Norlyn, 1980).
Thiam et al. (2013) ont signalé que la salinité affecte de maniere significative la réduction de la
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germination des graines de différentes variétés de niébé (Vignaunguiculata). De plus, les
concentrations élevées de sel peuvent induire de maniére significative Il'inhibition de la
germination des graines de cumin noir (Ahmadian et al., 2015; Faravani et al., 2013; Javadi et al.,
2014). Pujol et al. (2000) ont observeé que la salinité peut simultanément réduire le pourcentage de
graines germées et retarder le début du processus de germination. Elle peut également induire une
inhibition totale de ce processus (Cokkizgin, 2012).

Dans cette étude, l'inoculation bactérienne avec P2 et P3 a augmenté le pourcentage de
germination des graines des deux variétés dans des conditions non salines. Ces résultats sont
similaires a d'autres études qui ont montré que le traitement des graines avec des isolats de PGPR
sélectionnés améliorait les plantes de mais en augmentant la germination des graines, la longueur
des racines et des pousses (Noumavo et al., 2013; Rudolph et al., 2015). Cet effet positif du
traitement PGPR est rapporté dans d'autres études sur les céréales telles que le blé (Shaukat et al.,
2006), le riz (Chithrashree et al., 2011) et la cuscute (Sari¢-Krsmanovi¢ et al., 2017). Yao et al.
(2010) ont rapporté I'effet positif de ce type de micro-organismes sur la germination. Cette
amélioration du pourcentage de germination observée dans notre étude peut étre due a une
augmentation de la synthése des hormones de gibbérellines, qui induit la stimulation de l'activité
de plusieurs enzymes spécifiques de la germination telles que l'a-amylase, la protéase et la
nucléase, qui sont impliquées dans I'hydrolyse et I'assimilation de I'amidon (Gholami et al., 2009).
La stimulation de la germination se fait par la sécrétion de I'AlA et la production de sidérophores
( Zheng et al., 2009). Mahadik et Kumudini2020) ont rapporté I'avantage et I'efficacité de la
combinaison de rhizobactéries sur la germination des graines de blé et ont obtenu les meilleurs
pourcentages de germination. lls ont également remarqué que I'inoculation avec PGPR réduisait
le temps de germination des graines. Des résultats similaires ont été rapportés sur I'effet de PGPR
sur les graines de lentilles (Gholami et al., 2009). Les résultats de plusieurs autres recherches ont
confirmé les effets bénéfiques de tous les PGPR sélectionnés sur la germination et la croissance
du mungo vert ( Joshi et al., 2018; Parveen et al., 2018; Shah et al., 2018). Les résultats de
(Kaymak et al., 2009) ont montré que l'inoculation bactérienne de graines de radis imbibées sous
traitement salin améliorait le taux et le pourcentage de germination, ces résultats sont en accord
avec ceux trouves dans cette étude avec la variété Aguadulce.

Toutes les souches bactériennes inoculées dans cette étude ont augmenté le T50 dans les graines
des deux variétés sous des traitements salins et non salins, confirmé par Requena et al. (1997) qui
ont rapporté que les rhizobactéries retardent la germination d'Anthyllis cytisoides. 1l a également
été rapporté que le mécanisme bactérien contre d'autres micro-organismes peut inhiber ou retarder
la germination des graines, ce qui pourrait expliquer I'effet positif de ces bactéries sur I'émergence
des plantes dans un sol non stérilisé (Kloepper, 1992; Lemanceau, 1992).

Dans la présente étude, les graines de la variété locale inoculées avec P1 ont montré une
diminution du pourcentage de germination. Ces résultats ont également été rapportés comme un
effet inhibiteur de microorganismes bénéfiques sur la germination des graines. Rueda - Puente et
al., (2007) ont confirmé qu'entre les microorganismes bénéfiques, il y en a qui inhibe la
germination. Les graines de mais traitées avec l'isolat T22 ont montré une réduction significative
de leur germination (Rudolph et al., 2015). 1l a également été constaté que P.fluorescens a parfois
un effet délétere sur la germination des graines (Zdor et Anderson, 1992) et parfois un effet
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bénéfique (Jaleel et al., 2007). L'espéce (B 1) a provoqué une inhibition totale de la germination
d'Artemisiifolia(Vrbnicanin et al., 2011). L'effet de P.fluorescens sur la germination de la luzerne
dépend des conditions de culture et du développement bactérien (Carrillo-Castafieda et al., 2002).
Cet effet est peut-étre dd aux phytohormones produites par les PGPR, et il dépend du type et de la
concentration de I'hormone (Saharan et Nehra, 2011).

Dans notre étude, les deux variétés de Vicia fabaont montré une réponse différente a I'effet de la
salinité sur le pourcentage et le temps de germination. Dans un rapport similaire, Jamil et al. (2005)
ont noté que la salinité affecte différemment la capacité de germination des graines d'une culture
a une autre, et méme une variation significative est observee entre les différentes variétés de la
méme culture. Thiam et al. (2013) ont trouvé une variation significative de I'effet de la salinité sur
les taux de germination finaux entre 15 variétés de niébé. 1ls ont également distingué trois groupes
de ces variétés avec des caracteristiques génétiques similaires selon le stress salin, groupe sensible,
tolérant et intermédiaire.

Nos variétés de Vicia fabaont également montré des réponses différentes a I'effet des inoculations
bactériennes sur le pourcentage et le temps de germination des graines. Ces résultats ont également
été rapportés par Prathibha et Siddalingeshwara (2013), qui ont confirmé que chacun des
P.fluorescens et Bacillus subtilis avait un effet différent sur le pourcentage de germination des
graines entre deux variétés de sorgho.

2.3. Conclusion

Dans cette étude, nous avons constaté que la salinite affectait la réduction du pourcentage final
de germination et le retard de la germination des graines de Vicia faba de deux variétés,
I'Aguadulce et la variété locale. 1l a également été constaté que cet effet se manifestait
differemment d'une variété a l'autre. L'effet de I'inoculation bactérienne était également différent
d'une souche a l'autre. L'amélioration de la germination des graines dans des conditions salines
dépendait de la variété et de la souche bactérienne d'inoculation. Les résultats ont montré que la
variété Aguadulce est la plus tolérante a la salinité et la plus interactive avec les souches
bactériennes, ses graines inoculées ont montré une amélioration significative du pourcentage de
germination, en particulier sous traitement salin. Cependant, I'amélioration de la germination des
graines de la variété locale n'a été observée que dans les graines inoculées avec P2 et P3 sous
traitement non salin. Toute inoculation bactérienne a retardé le temps de germination (T50), la
souche la plus performante observée étant P1 lors de I'inoculation dans les graines d'Aguadulce.
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I11. Effet de ’inoculation par Pseudomonas sur la promotion de la croissance

de Vicia faba, sous stress salin et au cuprique.
1. Effet de salinité et de cuivre sur les paramétres morphologiques de la féve inoculée par
Pseudomonas aeroginosa.
1.1. Résultats.
1.1.1. Poids frais de la partie aérienne et racinaire.

Les résultats d’expérimentation de plantation des quatre variétés de la feve Vicia faba
(fig.47,48), montrent que les traitements salins 150 mM et 300 mM de NaCl, ainsi que les
traitements au cuivre 10 et 20mM de CuSO4,7H>0, ont provoqué la réduction du poids frais de
la partie aérienne et de la partie racinaire des plantes inoculées et non inoculées avec
Pseudomonas aerogenosa, sauf la partie racinaire des plantes non inoculées et traitées avec la
dose au cuivre C1 (10 mM), et la partie racinaire des plantes inoculées sous le traitement salin
S1 (100mM) qui ont connu une augmentation par rapport au control. En comparaison avec
lesplantes non inoculées, I’inoculation bactérienne des plantes avec Pseudomonas
aerogenosaaa caus¢ une augmentation du poids frais de la partie aérienne et de la partie
racinaire des plantes inoculées des quatre variétés dans tous les niveaux des traitements, sauf
les plantes de la variété locale2 traitées par la dose 20mM de CuSO4.
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Figure 49: Effet de salinité et du cuivre en présence d’inocula P.a. sur le Poids frais
de la partie aérienne de la feve

La comparaison des résultats des poids frais de la partie aérienne et racinaire des quatre variétés,
a permit de remarquer que les plantes de la variété Aguadulce ont montré une tolérance
importante autraitement salin et au cuivre par rapport les autres variétés (fig.47,48), alors que
cette variété a montré la moindre interactivité avec I’inoculation bactérienne a Pseudomonas
aeroginosa.
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Figure 50: Effet de salinité et du cuivre en présence d’inocula P.a. sur le Poids frais de la partie
racinaire de la féve

1.1.2. Poids sec de la partie aérienne et racinaire

D’apres les résultats de poids sec de la partie aérienne et racinaire des quatre variétés de la féve
(fig.49 et 50), il a été constaté que les traitements salins et cupriques ont réduit le poids sec des
plantes inoculées avec Pa et non inoculéesd’une maniére inversement proportionnelle, sauf le
traitement au cuivre C1 sur la partie aérienne de la variété locallinoculée, et le traitement C2
sur la partie aérienne de la variété local2non inoculée.Ainsique lestraitementsS1 et C2 sur la
partie racinaire des plantes non inoculées de la variété Locall et de la variét¢ Local2
respectivement ont pas réduit le poids sec.

L’inoculation avec Pa a clairement provoqué I’augmentation du poids sec de deux parties
aérienne et racinaire des quatre variétés sous tous les niveaux des traitements, que le traitement
C2 chez la partie aériennedela variété local2 et d” Agudulce a réduit le poids sec.

En comparaant les taux d’abattement en biomasse des quatre variétés, on constate que la variété
Aguadulceest la plus résistante au traitement salin et au cuivre, alors la variété Hmiane est la
plus interactive avec I’inoculation parP.a.
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Figure51: Effet de salinité et du cuivre en présence d’inocula P.a. sur le Poids sec de
la partie aérienne de la féve
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Figure 52: Effet de salinité et du cuivre en présence d’inocula P.a. sur le poids sec de la
partie racinaire de la feve

1.1.3.
1.1.4. Sur la longueur de la partie aérienne et racinaire.

Les valeurs de longueur des parties aériennes et racinaire de quatre variétés de la féve inoculé
et non inoculé (fig.51 et 52) ont été déminuées par les traitements salin S1, S2 et au cuivre Clet

C2, sauf celles de la partie aérienne de la variété local2 inoculée et traitéeparl0 mM du cuivre
(CD).

Une augmentation significative en longueur de la partie aérienne (fig.51) et racinaire (fig.52)
des quatre variétés en présence d’inoculation avec Pa a été enregistrée avec tous les traitements
a part C1 et C2 sur la partie aérienne de la variété locall et local 2 respectivement.

La variété Hmiane a montré une interactivité importante avec la soucheP.a par rapport les autres
variétés en raison de taux d’augmentation chez les plantes inoculées. Tenant en comptedu taux
d’abattement induit par les traitements salins et au cuivre, la variété Aguadulce et locale2
présentent une résistance importante a 1’effet de stress salin et au cuivre sur la longueur des
tiges et des racines.
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Figure 1: Effet de salinité et du curvre en présence d'inocula Poa. sur la longueur
de la partie aenenne de la feve
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Figure 1. Effet de salinité et du curvre en présence d'mocula Poa. sur le poids sec de la
partie racihatre de la féve

1.1.5. Sur le diamétre de tige :

Les valeurs des diamétres des tiges (fig.53) de la féve inoculé¢ et non inoculé des
varietesAguadulce, localel et locales 2 ont été réduit par les traitements salins et au cuivre, sauf
que le traitement salin S1 a augmenté le diamétre des tiges inoculées de la variété locale 1. Par
contre, les diametres des tiges de la variété Hmiane ont augmenté par les traitements salins et
au cuivre. L’inoculation avec Pa a provoqué une augmentation en diametre des tiges pour toutes
les variétés et avec tous les traitements sauf C2 pour la variété Aguadulce et C1, C2 pour la
variété locale2.
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Figure 1: Effet de salnité et du cutvre en présence d'inocula P e sur la longueur
de la partie aenenne de la féve
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1.1.6. Sur la teneur en eau dans la partie aérienne et racinaire :
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Figure 1: Effet de salinté et du cutere en présence d'inoculation Poa. sur la teneur
e eau dans la partie aénenne de la féve

Les traitements salins et au cuivre ont légeérement causés une réduction enteneur en eau dans la
partie racinaire des trois variétés a part chez la variété locale 1 oucette diminutionétait
importante. La teneur en eau dans la partie aérienne a clairement diminué sous les traitements
ioniquessurtout chez les variétés locale 1 et 2. La teneur en eau a été abaissée surtout par les
hautes concentrations. L’inoculation bactérienne avec Pa a montré dans la majorité des cas un
effet sur ’augmentation en teneur en eau, avec un effet contraire chez la variété locale sous les
hautes concentrations S2et C2. Les deux variétés locales par rapport aux autres ont montré une

sensibilit¢ du parametre de la teneur en eau faceaux traitementscuprique et salin et a
I’inoculation par la souchePa.
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Figure 1: Effet de salimité et du curvre en présence d'inocula Poa. surla teneur en
eau dans la partie racinaire de la féwve
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1.2. Discussion :

La salinité et le cuivre sont deux aspects du stress abiotiques, qui peuvent affecter la croissance
et le développement des plantes de différentes manieres. Plusieurs études ont démontré leurs
effets sur la croissance, la physiologie et le rendement des cultures. Face a cette situation, des
auteurs ont démontr¢ le réle des rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR) pour
atténuer le stress abiotique et améliorer la croissance et la productivité des plantes. Dans ce
contexte, la présente étude a montré un effet de cuivre sur 1’abaissement de différents
parametres biométriques relatif a la biomasse et a la teneur en eau de la féve traitée par des
hautes concentrations de salinité et du cuivre. Alors que cet abaissement est diminué et parfois
¢levé sous ’effet de 1’inoculation avec Pseudomonas aeruginosa. Cet effet du cuivre est
fortement rapporté dans des études, Le cuivre (Cu) est 1'un des éléments métalliques lourds
ayant plusieurs implications sur la croissance et le développement des plantes, la plante a
montré une diminution de la photosynthése et de la productivité des protéines avec une
accumulation conséquente d'indicateurs de stress tels que les osmolytes, notamment la proline
et les sucres solubles, en cas de toxicité du Cu (Benouis et Reguig, 2016). des doses >160 mg
kg-1 de Cu dans le substrat de sable et de compost ont entrainé 1'accumulation de cuivre dans
les racines et les parties aériennes, ce qui a entrainé une diminution de l'activité
photosynthétique et de la teneur en protéines, ainsi que I'accumulation de parametres sensibles
aux métaux tels que la proline et les sucres solubles (Benouis et al., 2021). L'effet du cuivre sur
la teneur relative en eau dans les plantes de Vicia faba a été largement étudié dans la littérature
scientifique. Une étude menée par Schouteden et al. (2015) a examiné 1'effet du cuivre sur la
croissance et la physiologie des féves de Vicia faba. Nos résultats ont également montré que
l'exposition des plantes a des concentrations élevées de cuivre entrainait une diminution de la
teneur en eau dans les féves. Cette diminution de la teneur en eau peut étre attribuée a plusieurs
mécanismes, tels que la perturbation de 'absorption et du transport de 1'eau dans les racines,
ainsi que l'augmentation de la transpiration des plantes exposées au cuivre. Une autre étude
réalisée par Kloska et Fortenberry (2017) a également examiné 1'effet du cuivre sur la teneur
en eau dans les feves Vicia faba. Les chercheurs ont constaté que 1'exposition des plantes a des
concentrations €levées de cuivre entrainait une diminution de la teneur en eau dans les tissus
végétaux. Cette diminution de la teneur en eau peut étre due a une augmentation de la
perméabilité des membranes cellulaires, ce qui entraine une perte d'eau par transpiration.

Certaines valeurs de la présente étude indiquent la tolérance des plantes de la féve a certaines
doses de cuivre, la tolérance se différe d’une variété a 1’autre. La littérature a abourdé des
résultats similaires. La tolérance au Cu chez la plante est liée a l'activité des systeémes
antioxydants modulée par les concentrations de métaux. Les superoxyde dismutase et catalase
¢taient tous deux plus élevés en présence de Cu (Fatnassi et al., 2015), et le glutathion, la
proline, les thiols non protéiques, ainsi que les activités de la guaiacol peroxydase et de la
catalase ont été mesurées dans les parties supérieures des plantes contaminées par des métaux
sélectionnés, y compris le Cu (Nadgorska-Socha et al., 2012).

Dans cette ¢tude, il a été clairement prouvé I’effet de I’inoculation avec Pa sur I’augmentation
de la biomasse des plantes de la féve méme celles traitées au cuivre et a la salinité.
Plusieursétudes ont démontré que les bactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR)
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peuvent aider a réduire la toxicité des métaux lourds chez les plantes cultivées dans des sites
pollués (Fatnassi et al., 2013, 2015; N. Khan et Bano, 2015). Plusieurs souches de Pseudomonas
ont montré un grand potentiel en tant que PGPR pour améliorer la croissance de différentes
especes végétales dans des sols contaminés par les métaux lourds, y compris Vicia
faba(Khakimova et al., 2022; Pal et al., 2018). Vicia faba inoculée avec des souches de
Pseudomonas sp. et d'autres PGPR a eu un effet positif sur la croissance, la production de
biomasse et le rendement (Fatnassi et al., 2013, 2015; E. Mansour et al., 2021; Mohammed,
2018). Fatnassi et al. (2015) a égélement démontré qu'une double inoculation avec des souches
de Rhizobium et de PGPR de Pseudomonas améliorait significativement la croissance, la
production de biomasse et 1'état antioxydant de Vicia faba sous stress du cuivre. De plus, il a
été démontré que Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 améliorait la croissance de Pisumsativum L. sous
des concentrations inhibitrices de sels de cadmium utilisées pour contaminer le sol (Khakimova
et al., 2022). Différentes concentrations de Cu ont un impact variable sur la croissance des
plantes de Vicia faba, par exemple, lorsqu’ils ont trait¢ avec 1 mM de Cu et 2 mM de Cu, les
plantes inoculées avec des bactéries rhizosphériques ont montré une augmentation du poids sec
par rapport aux plantes traitées au Cu et non inoculées (Fatnassiet al., 2015). Dans un systéme
hydroponique Fatnassi et al. (2015) ont constaté que les plantes inoculées présentaient de
meilleurs parametres de croissance, une réduction de I'accumulation de cuivre et une
augmentation des activités des enzymes antioxydantes. De plus, Ramesh et Ramassamy (2015)
ont démontré la promotion de la croissance des plantes, de la teneur en éléments nutritifs des
feuilles et du rendement de la banane en utilisant Pseudomonas  fluorescens comme
biofertilisant. Les preuves actuelles suggérent donc le potentiel des PGPR et de Pseudomonas
spp. dans I'amélioration de la croissance de Vicia faba et des plantes soumises a des métaux
lourds et au stress du cuivre.

D’autre part, les résultats figurés dans cette étude, ont montré un effet significatif des doses
salines sur la biomasse et la teneur en eau de la feve. Cet effet est similaire a celui rapporté par
les auteurs. Le stress salin est un stress abiotique qui limite la productivité des plantes (Semida
et al.,2021). L'effet de ce stress sur les plantes de Vicia faba est sévere, et les poids frais et secs
sont significativement réduits (Amini ef al., 2018; Badran et al., 2006). Plusieurs études ont été
menées sur différentes plantes soumises au stress salin, et les résultats ont révélé que les poids
frais et secs des parties aériennes et des racines diminuent (Alam et al., 2017; Badran et al.,
2006; Rauf et al., 2022; Semida et al., 2021). Le stress salin entraine une diminution de la
longueur des racines et la longueur des parties aériennes (Badran et al., 2006; H. Igbal ef al.,
2001; Khunpon et al., 2017, Rauf et al., 2022). Cependant, il a ¢été rapporté¢ des cas
contradictoires sur l'effet du stress salin sur le poids frais des plantes, car certaines études
révelent une augmentation (Amini et al., 2018; Sherif, 2022). De plus, la diminution de la
croissance et du développement des plantes due a une augmentation de la concentration en sel
est courante chez de nombreuses especes végétales (Akinci et al., 2004; Badran et al., 2006).
La salinité diminue les pigments photosynthétiques et la capacité antioxydante des plantes
(Alam et al., 2017; Khunpon et al., 2017). Elle réduit également les activités des enzymes
antioxydantes (Khunpon et al., 2017). L'application foliaire d'antioxydants et de nanoparticules
d'oxyde de zinc permet avec succes aux plantes soumises a un stress salin de faire face a ce
stress (Semida ef al., 2021; Sherif, 2022). De plus, le traitement a la gibbérelline et I'application
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de proline ont été utilisés pour améliorer les parametres de croissance des plantes sous stress
salin (Amini et al., 2018; Rauf et al., 2022).

Les résultats d’inoculation de la féve par Pseudomonas aeruginosa ont montré 1’augmentation
de la biomasse sous les conditions salines, et une certaine tolérance des plantes a la salinité. Cet
effet d’inoculation bactérienne est largement étudié par des recherches précédentes. L'effet
combiné du stress salin et de I'inoculation de PGPR sur des facteurs tels que le poids frais, le
poids sec et la longueur des plantes a également été largement étudié. Sapre et al. (2018)ont
évalué l'efficacité de la souche de PGPR IG 3 pour augmenter la tolérance au stress salin chez
Avena sativa sous une dose de NaCl (100 mM) et ont constaté que I'inoculation de la souche de
PGPR augmentait considérablement les paramétres physiologiques tels que la longueur de la
partie aérienne, la longueur des racines, le poids sec de la partie aérienne, le poids sec des
racines et la teneur en eau relative (TWR) de I'avoine. L'inoculation de PGPR des plantes de
Vicia faba soumises a différentes concentrations de stress salin a également augmenté leur
croissance et a donn¢ les meilleurs résultats en termes de hauteur des plantes, de poids frais et
sec (Mohammed, 2018).Azadikhah et al. (2019) ont indiqué que I'inoculation des cultivars
d'orge par des bactéries avait un impact positif sur les paramétres de croissance et le rendement,
tels que la hauteur des plantes, la longueur et le poids de 1'épi, la longueur du pédoncule, le
nombre de grains par €pi, le poids de 1000 grains et le rendement en grains, par rapport aux
plantes témoins non inoculées soumises a un stress salin.De méme, Jha et Subramanian (2013)
ont montré que l'inoculation de PGPR réduisait l'effet néfaste de la salinité et augmentait les
parameétres de croissance, la concentration en minéraux et le niveau d'enzymes antioxydantes
du riz paddy dans des conditions de serre. Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes
halotolérantes (PGPR) ont été montrées pour atténuer le stress salin et favoriser une meilleure
croissance d'Arachishypogaea(Shukla et al., 2011). Idder et al. (2019)ont examiné la réponse
de la féve sous conditions salines et évalué le role de certaines souches de Pseudomonas dans
I'amélioration de la tolérance de la plante au stress salin en utilisant la féve. Raklami et al.
(2019) ont rapporté que I'inoculation du consortium PGPR-rhizobium-AMF (PRM) améliorait
les paramétres de croissance (poids sec des parties aériennes et des racines et le nombre de
feuilles) de Vicia faba et de blé. Pour améliorer le potentiel de phytoremédiationde la plante
Vicia faba dans le sable désertique huileux, Radwan et al. (2005) ont montré que la co-
inoculation des racines de la plante V. faba avec des bactéries nodulaires et des PGPR améliorait
le potentiel de phytoremédiation de cette plante pour le sable désertique huileux en améliorant
la croissance des plantes et la fixation de 1'azote. Bechtaoui ef al. (2020) a révélé que la co-
inoculation de plantes de Vicia faba avec des souches de PGPR entrainait une amélioration de
la croissance, la nutrition phosphorée et les activités phosphatase-phytase dans des conditions
de disponibilité du phosphore variées.De plus, I'inoculation de plantes stressées par la salinité
avec les PGPR Bacillus pumilus et Pseudomonas pseudoalcaligenes pourrait contribuer a
atténuer le stress salin dans le riz paddy, ces PGPR par conséquent, peuvent aider a réduire les
effets néfastes de la salinité sur la croissance des plantes (Jha et Subramanian, 2013). De plus,
Mansour et al. (2021) ont constat¢ que l'inoculation avec les PGPR Rhizobium
leguminosarumbiovarviciae et Pseudomonas  putida pouvait améliorer la tolérance a la
sécheresse dans différentes variétés de Vicia faba.
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L'effet négatif de la salinité sur la teneur relative en eau dans les feves (Vicia faba) prouvé dans
la présente étude, a également été largement étudi¢ dans la littérature scientifique. La salinité
est connue avec son impact négatif sur la disponibilité en eau pour les plantes, ce qui peut
entrainer une diminution de la teneur en eau dans les tissus végétaux. Plusieurs études ont
montré que 'exposition des plantes de Vicia faba a des niveaux élevés de salinité entraine une
diminution significative de la teneur en eau dans les féves. Par exemple, une étude menée par
Alzahrani et al. (2019) a montré que l'augmentation de la salinit¢é du sol entrainait une
diminution progressive de la teneur en eau dans les féves de Vicia faba. Une autre étude réalisée
par Johnson et al. (2018) a également confirmé cet effet négatif de la salinité sur la teneur en
eau dans les feves de Vicia faba, ilsont constaté aussi que I'augmentation de la salinité du sol
entrainait une diminution de la teneur en eau dans les féves, ce qui pouvait avoir des
conséquences néfastes sur la croissance et le rendement des plantes.

Certaines études ont également examiné le role des PGPR dans 1'amélioration de la réponse des
plantes au stress hydrique. Mansour ef al. (2021) a montré que 1'inoculation de cultivars de Vicia
faba avec R. leguminosarumbiovarviciae(USDA 2435) et Pseudomonas  putida (RA
MTCC5279) dans des conditions d'arrosage suffisant, de sécheresse modérée et de sécheresse
sévere améliorait les caractéristiques physio-biochimiques des plantes dans un sol sableux
nouvellement régénéré et pauvre en fertilité ( Mansour et al., 2022). En raison de leur capacité
a produire des exopolysaccharides et a former un biofilm en réponse au stress salin,
Pseudomonas  anguilliseptica SAW 24 s'est révélée étre le PGPR le plus efficace pour
améliorer la croissance et la production de biomasse chez les plantes de Vicia faba sous stress
salin (Mohammed, 2018).

1.3. Conclusion :

La présente expérimentation est réalisée par la plantation de graines de quatre variétés de la
feve inoculées par Pseudomonas aeruginosa et d’autres non inoculées sous cinq niveaux de
traitements de stress deux salins (100 et 300 mM) et deux au cuivre (5 et 15 mM) et un controle
a une concentration nulle 0 mM. Cette expérimentation consiste a évaluer les réponses
morphologiques de la partie aérienne et racinaire de 1’effet de stress salin et au cuivre. Les
résultats montrent un effet significatif de stress salin et au cuivre sur les quatre variétés de la
feve et surtout les hautes concentrations, il a été clairement constaté une diminution du poids
frais et sec, longueur, teneur en eau de la partie aérienne et racinaire et de diametre de tige. En
paralléle, I’inoculation bactérienne a différemment réagi avec les variétés, mais en sens général,
I’inoculation a induit une amélioration des caractéres morphologiques étudiées de la feve, et
elle a clairement contribué a 1’allegement de 1’effet du stress salin et cuprique sur la biomasse
fraiche et seche de la féve, la longueur et le diamétre de tige ainsi que la teneur en eau des tissus.
Les résultats ont également montré que les variétés de la féve présentent une certaine variation
en réponses au stress salin et cuprique, et méme une variation en interaction avec 1’inoculation
bactérienne. La variété Aguadulce a montré une tolérance au stress salin et cuprique, mais elle
a été la moins interactionnelle avec les souches bactériennes, alors que les variétés locales let
2 et la variété H miene sont apparu moins tolérantes a I’effet de stress, mais elles ont répondu
bien a I’effet d’inoculation bactérienne. En synthese, les études citées ci-dessus ont montré que
diverses souches de Pseudomonas ont un potentiel pour améliorer la croissance, la production
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de biomasse et le rendement des plantes sous stress des métaux lourds et stress salin et hydrique.
Les résultats de ces études soulignent l'importance de l'inoculation avec des PGPR dans la
promotion de la croissance des plantes dans des environnements stressants, ce qui pourrait avoir
des implications pour l'agriculture durable et la remédiation des sols pollués.

2. Effet de salinité et d’inoculation par Pseudomonas sur les parametres

chimiques et biochimiques
2.1. Résultats.
2.1.1. Isolement, sélection et identification des souches de Pseudomonas spp.

Les analyses macroscopiques et microscopiques des isolats ont révélé sept souches appartenant
au genre Pseudomonas : P1, P6 et P7 du sol salin et P11, P13, P14 et P15 du sol de la rhizosphére
du vignoble. Nous avons choisi P1, P7 et P15 comme souches de performance suivant les
résultats des tests présentés dans le tableau 12. Selon le catalogue d'identification de la galerie
API 20NE, les isolats P1 et P7 sont similaires aux souches de P. fluorescens et P15a été attribué
comme P. putida.

Tableau 12: Caractérisation des souches bactériennes isolées ; (-) pas de production ou de
croissance, (+) faible production ou croissance, (++) production ou croissance abondante.

ISOLATS PRODUCTION D> PRODUCTION DE TEST DE RESISTANCE AUX
AlA PYOVERDINE DIFFERENTSDOSES DE NACL
DURANT 72 H
% 8% 9% 10%
P1 ++ ++ ++
P6
P7 ++ ++ ++ ++ ++ ++
P11 - + ++
P13 + + ++
P14 - + ++
P15 ++ ++ ++ ++ ++ +

2.1.2. Effet combiné de salinité et d’inoculation par Pseudomonas sur la croissance de la
feve.
2.1.2.1. Poids frais.

Les résultats montrent que la salinité a un effet inversement proportionnel sur le poids frais des
plantes en présence et en absence d'inoculation bactérienne. Par rapport a la dose de 0 mM,
lesdoses salines de 100 et 150 mM ont provoqué une diminution de la biomasse de 6,73 % et
10,95 %, respectivement, pour les plantes non inoculées. Les doses de solution saline ont
également diminué la biomasse des plantes inoculées, I’isolat P1 a diminué 1’effet de NaCl sur
la biomasse végétale de 0,95% et 13,86% pour les traitements1l00 et 150
mM.respectivement.L’isolat P7 a atténué 1’effet des ces traitements salins de 8,76% et 10,16%
Alors que ces valeurs étaient estimées a 14,85 et 35,10% pour I’isolat P15 (Fig.56).Cependant,
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I'inoculation bactérienne a significativement augmente le poids frais des plantes a tous les
niveaux de traitement salin (Tab. 13). L’isolat P1 a augmenté la biomasse a un taux de 45,61 %,
54,63 % et 40,85 % pour les doses de 0, 100 et 150mM-, respectivement ; tandis que P7 a
provoqué une augmentation de 31,51 %, 28,66 % et 32,68 % pour les traitements 0, 100 et 150
mmM -1, respectivement, et le taux d'augmentation était de 78,54 %, 63,02 % et 30,13 % pour
P15.

50

Poids frais (g)

o

SP P1 P7 P15
#0mMel-1 =100 mMel|-1 #150 mMel-1

Figure 54: Effet de salinité et d'inoculation des souches de Pseudomonas (P1, P7, P15) sur le poids
frais des plantes Vicia faba.

2.1.2.2. Teneur totale en chlorophylle (a + b)

Les résultats trouvés chez les plantes non inoculées montrent une augmentation de 18,39 % de
la chlorophylle totale & ladose saline de 100 mM.1 %, alors que I'application d'une dose saline de
150 mM.1 1 a provoqué une diminution significative (P < 0,05) de 21,94 % par rapport au
traitement non salin (0 mM.) (Fig. 57). Les résultats des plantes inoculées avec P1 ont révelé
que l'effet de la salinité sur la teneur totale en chlorophylle était proportionnel a la concentration
saline. Les traitements de 100 et 150 mM. provoquant une augmentation de 10,15 % et 25,02 %,
respectivement, par rapport au traitement de 0 mM-. En paralléle, I'inoculation avec la souche
P1 a provoqué une élévation significative (Tab. 13) dans la chlorophylle totale de 11,30 %,
3,55 % et 78,28 % pour les traitements 0, 100 et 150mM.

Les résultats de 1’inoculationpar la souche P7 montrent que I'accumulation de chlorophylle
totale dans les plantes inoculées est proportionnelle a la concentration saline appliquée, avec
une légére augmentation de 1,97% et 2,76% induite par des traitements de 100 et 150mM.,
respectivement. Cependant, I'effet de I'inoculation par P7 sur la teneur totale en chlorophylle a
été affecté négativement par les traitements 0 et 100 mM avec une réduction de 0,13% et
13,980%, respectivement, et pour le traitement 150 mM, la teneur a été augmentee de 31,48%
par rapport au contrle.

Les plantes inoculées avec la souche P15 et stressees avec une dose de solution saline de
100mM.12 présentaient une diminution de 16,84 % de la chlorophylle totale. Le traitement salin
de 150 mM a provoqué une augmentation de 32,09 % de la chlorophylle totale par rapport au
traitement de 0 mM-. La comparaison avec les résultats des plantes non inoculéesindique que
I'inoculation par P15 a diminué la teneur totale en chlorophylle de 1,71% et 30,97% pour les
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traitements 0 et 100 mM-, respectivement, tandis que la chlorophylle totale a augmenté de
66,33% pour le traitement 150 mM-.

Chlorophylle
totale (mg/g.FM)

P15

Sp P1 P7
Z0mMel-1 &100 mMel-1 & 150 mMel-1

Figure 55: Effet de salinité et d'inoculation bactérienne des souches de Pseudomonas (P1, P7 et P15)
sur la teneur en chlorophylle totale dans la plante Vicia faba. (SP : non inoculé).

2.1.2.3. Teneur en proline dans la partie aérienne

Les résultats des échantillonsnon inoculés montrent que I'effet de la salinité sur I'accumulation
de proline dans la partie aérienne de la feveest proportionnel a la concentration du traitement
salin, alors qu'une augmentation significative de 255,90 % et 19,25 % ont été observés pour les
doses salines de 150 et 100 mM., respectivement, par rapport a la dose de 0 mM. (Fig. 58).

Dans le groupe de plantes inoculées avec la souche P1, I'effet du stress salin sur la teneur en
proline dans la partie aérienne de la feveest proportionnel a la concentration du traitement salin,
avec des augmentations de teneur en proline de 2,93% et 29,30% pour les traitements de 100 et
150 mM, respectivement, par rapport au traitement de 0 mM. La comparaison des résultats de
ce groupe avec ceux du groupe non inoculé révéle une augmentation significative de 69,56% et
46,35% de la teneur en proline pour les traitements 0 et 100 mM., respectivement, alors qu'une
diminution de 38,39% a €té observée pour le traitement 150mM.

Les plantes inoculées avec la souche P7 présentaient un effet proportionnel de salinité sur
I'accumulation de proline dans la partie aérienne de la féve. Il y a eu une augmentation
significative de 25,5% et 27,5% dans la teneur en proline des plantes stressées avec des
traitements de 100 et 150mM. respectivement, par rapport a la dose de OmM.. Par rapport aux
plantes non inoculées, les plantes inoculées avec la souche P7 ont montré une augmentation de
24,22% et 30,72% de la teneur en proline pour les doses salines 0 et 100 mM., respectivement
et une diminution de 55,49% pour la dose saline 150 mM..

Les valeurs de la teneur en proline dans les plantes inoculées avec la souche bactérienne P15
indiquaient que I'accumulation de proline était proportionnelle a la concentration saline. Les
traitements de 100 et 150 mM ont provoqué une accumulation significative (Tab. 13) de la
teneur en proline de 2,46 % et 48,76 %, respectivement, par rapport au traitement de 0 mM. En
comparant les résultats des plantes inoculées avec la souche P15 avec ceux non inoculés (SP),
I'effet de l'inoculum bactérien P15 sur I'accumulation de proline a été une augmentation
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significative de 26,08% et 8,33% pour les traitements 0 et 100 mM-, respectivement, et une
diminution de 47,29% pour le traitement 150 mM.

0.5

mg DM)

Proline (uM/100

P15

P P1 P7
0 mMel-1 & 100 mMel-1

Figure 56: Effet de salinité et d'inoculation bactérienne des souches de Pseudomonas (P1, P7 et P15)
sur la teneur en proline dans la plante Vicia faba. (SP : non inoculé).

2.1.2.4. Rapport K+/Na+

Par rapport aux plantesde la feveVicia faba non stressées (traitées avec une solution de 0 mM.),
les doses salines de 100 et 150 mM. ont significativement diminué le rapport K*/Na* dans les
plantes non inoculées de 62,91 % et 57 %, respectivement (Fig. 59). Les résultats ont montré
que le rapport K*/Na* est inversement proportionnel aux concentrations salines, les traitements
de 100 et 150mM. provoquant une réduction significative de 46,35 % et 46,73 %,
respectivement par rapport au traitement de- 0 mM.. Parallélement, I'inoculation avec la souche
P1 s'est accompagnée d'une diminution significative de 24,28% et 6,20% du rapport K*/Na*
pour les doses salines 0 et 150 mM-, respectivement ; cependant, il y a eu une augmentation de
9,52% pour la dose 100 mM- par rapport aux plantes non inoculées.

Les résultats obtenus ont montré que le rapport K*/Na* chez les plantes inoculées avec P7 est
inversement proportionnel aux doses de solution saline appliquées, avec une réduction
considérable de 63,46% et 76,33% pour les doses de 100 et 150 mM.l 1, respectivement. Par
rapport aux résultats des plantes non inoculées, I'effet de l'inoculation de P7 sur le rapport
K*/Na* a été démontré positivement pour les traitements 0 et 100 mM- avec une augmentation
significative (Tab. 13) de 35,67 % et 20,40 % respectivement, tandis que le rapport K*/Na* a
été réduit de 43 % pour le traitement 150 mM-.

La comparaison avec les résultats pour les plantes non inoculées, I'inoculation de P15 a
augmenté le rapport K/Na* de 5,87% et 96,69% pour les traitements 0 et 100mM.,
respectivement. Cependant, le rapport K/Na™ a diminué de 27,24 % pour le traitement a
150mM.. L'effet du stress salin sur le rapport K/Na* est inversement proportionnel a la
concentration du traitement salin, avec une réduction de 31,10% et 70,45% du rapport K*/Na*
observée pour les traitements de 100 et 150 mM-, respectivement, par rapport a la dose de 0
mM-.
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Figure 57: Effet de salinité et d’inoculation bactérienne avec les souches de Pseudomonas (P1, P7 et
P15) sur le rapport K*/Na* des plantes Vicia faba. (Le traitement SP : non inoculé).

Tableau 13: L'effet de salinité et d'inoculation par des souches de Pseudomonas (P1, P7 et
P15) sur le poids frais, la teneur en proline, la teneur en chlorophylle et le rapport K*/Na* de

Vicia faba. Le traitement SP : non inoculé. Les résultats sont présentés comme la moyenne + écart type ; les lettres
minuscules désignent des groupes homogeénes.

Lnac:::::?:‘ Tra:\t;r;ent Poids fraids Teneur en Proline C::c:il:h?/“e Ratio K+/Na+
SP 0mM 21938 + 4.87 Def |0.161 + 0.019 c|(0.736 + 0.05 cd[2.275 + 0.667 b
SP 100 mM 2046 + 1.301 Ef 10.192 + 0.029 c|0.701 * 0.064 cd|1.029 = 0.177 c
SP 150 mM [19.535 + 2.631 F [0.288 + 0.027 b]0.594 + 0.103 d |0.893 = 0.14 ¢
P1 0mM 31,943 + 2.051 Bc |0.273 + 0.037 b|0.847 * 0.168 bc|2.101 * 0.313 b
P1 100mM |[31.638 + 3916 Bc [0.281 + 0.022 b|0.933 = 0.07 bc|1.127 + 0.196 c
P1 150 mM |[27.515 + 3.805 Bcde [0.353 + 0.012 a|1.109 + 0.166 a |[1.119 + 0.081 c
P7 0mM 28.85 + 2,783 Bcd [0.200 + 0.018 c| 0.76 + 0.098 cd|2.874 + 0.295 a
P7 100 mM |[26.323 + 1.859 Bcdef|0.251 + 0.038 b|0.775 + 0.134 cd| 1.05 + 0.151 c
P7 150 mM | 25.92 + 2,953 Bcdef[0.255 + 0.008 b|0.781 + 0.064 cd| 0.68 + 0.146 c
P15 0mM 39.168 + 5491 A |0.203 + 0.019 c|0.748 + 0.05 cd|2938 + 0.345 a
P15 100mM |[33.353 + 3902 B [0.208 + 0.014 c|0.737 + 0.074 cd|2.024 = 0.115 b
P15 150 mM | 25.42 + 3,118 Cdef [0.302 + 0.033 b|0.988 + 0.058 ab[0.868 + 0.196 c

2.1.3. Analyse de corrélation entre les paramétres mesurées

Afin de vérifier les relations entre les différents parametres physiologiques, une analyses de
corrélation ou de régression linéaire a été faite bilatéralement entre ’ensemble des parametres
mesurées dans cette expérience (tab.14;fig.60).
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Figure 58: Droites de régression de parametres mesurées.

Tableau 14:Matrice de corrélation de Pearson entre les paramétres mesurées.

K*/Na* Proline Chlorophylle Poids frais
K*/Na* 1 -0.54 -0.20 0.49
Proline -0.54 1 0.53 -0.18
Chlorophylle -0.20 0.53 1 0.01
Poids frais 0.49 -0.18 0.01 1

Le ratio de K*/Na" et la teneur en proline ont enregistré un coefficient de corrélation important
négatif, égal a r = -0.54(fig.60b), ce qui indique une relation considérablement inverse entre le
ratio K*/Na" et la proline, ou bien qu’une relation progressive entre la concentration de Na*. La
chlorophylle et la proline ont également enregistré un coefficient modéré positif, ce qui signifie
I’existence d’une relation progressive. Ce ratio avec le poids frais ont montré un coefficient de
corrélation de 0.49, indiguant une relation moyenne regressive entre la concentration des ions
sodiques dans le tissu des plantes et le poids frais. Un faible coefficient négatif a été observeé
pour les paires K*/Na* - chlorophylle, et proline- poids frais, avec une valeur der =-0.20 et r =
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- 0.18 respectivement. Une faible relation régressive a été constatée entre la dose de Na* dans
les tissus et la teneur en chlorophylle totale. Alors qu’entre le poids frais et la teneur en proline,
une faible relation regressive a été observée. Le coefficient de corrélation entre la chlorophylle
et poids frais est presque nulle (r = 0.01) ce qui signifie I’inexistence d’une dépendance entre
ceux deux parametres.

2.2. Discussion

Poids frais.

Les résultats obtenus chez les plantes de la feve inoculés avec les souches P1, P7 et P15 et ceux
non inoculés ont révélé une réduction du poids frais induite par les doses salines de 100 et 150
mM.I 1 par rapport au traitement non salin de 0 mM. D'énormes les réductions de croissance
sont causées par les concentrations de sel dans la solution d'irrigation (Mayak et al., 2004). Le
stress salin réduit la matiére séche des racines, des tiges, des feuilles et de la surface des feuilles
en raison des effets directs et indirects de la toxicité des ions qui provoquent un déséquilibre
osmotique sol-plante (Abdel Latef, 2010). En réponse a la détection du stress salin, les plantes
augmentent la production d'éthylene (Mayak et al., 2004; O’Donell et al., 1996; Wilkinson et
al., 1995). L'éthylene affecte différentes phases de croissance végétative chez les plantes,
entrainant une réduction globale de la croissance (Smalle et van der Straeten, 1997), et il peut
inhiber I'allongement des tiges et des racines des plantes (Jusaitis, 1986; Penrose et Glick,
2003).

Nos résultats montrent également que I'inoculation avec les souches P1, P7 et P15 augmentait
significativement la croissance des plantes dans des conditions salines et non salines.
L'inoculation de plantes stressées avec des bactéries contenant de I'ACC (1-
aminocyclopropane-1-carboxylate)-désaminase peut réduire la concentration d'éthyléne
(Mayak et al., 2004). De nombreux PGPR produisent I'enzyme ACC-déaminase et métabolisent
I'ACC, le précurseur de la synthése de I'éthylene chezles plantes, réduisant ainsi l'inhibition de
la croissance des racines par I'éthyléne induite par le stress (Glick, 1995; Glick et al., 1998).
Pseudomonas extremorientalis TSAU20 est capable de réduire le stress salin chez le blé cultivé
dans un sol salin (Egamberdieva et Kucharova, 2009) ; I'effet d'amélioration des PGPR sur la
croissance des plantes dans des conditions salines a été démontré dans différentes especes de
plantes telles que la tomate, le poivre, le canola, les haricots et la laitue (Barassi et al., 2006;
Yildirim et Taylor, 2005). Pseudomonas putida Rs-198 sécréte de I'lAA, qui améliore la
croissance des plantes et atténue I'effet des inhibiteurs de croissance en diminuant la teneur en
acide abscissique (ABA) des plantes (Patten et Glick, 2002a; Yao et al., 2009; Zheng et al.,
2008).

Cependant, nous avons observé une réduction proportionnelle du poids frais des plantes
inoculées avec une concentration saline accrue, indiquant que la salinité a des effets inhibiteurs
sur le développement de la nodulation et de la colonisation des souches d'inoculation. Plusieurs
études ont prouvé l'effet inhibiteur du stress salin sur I'association des plantes avec les bacteries
symbiotiques. Le stress salin inhibe la croissance, la nodulation et la fixation de l'azote de
plusieurs legumineuses, telles que le soja (Glycine max) et le haricot commun (Phaseolus
vulgaris) (Rabie et al., 2005; Singleton et Bohlool, 1984). Une explication de la croissance
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réduite des légumineuses peut étre que le stress salin provoque I'échec des processus d'infection
et de nodulation (Egamberdieva, Berg, et al., 2013).

Teneur en chlorophylle

Selon les résultats, une teneur optimale en chlorophylle totale a été trouvée dans les plantes
Vicia faba non inoculées traitées avec la dose saline de 100 mM, alors que le traitement salin
de 150 mMa reduit la teneur en chlorophylle totale. La salinité diminue la photosynthese et
dégrade la chlorophylle et les complexes chlorophylle-protéine (Sheng et al., 2008; Srivastava
et al., 1988) . Les concentrations de chlorophylle ont été significativement réduites par les
traitements de salinité en raison de la suppression des enzymes spécifiques responsables de la
synthése des pigments photosynthétiques (Murkute et al., 2006, 2009), ou de I'effet antagoniste
du Na* sur I'absorption des minéraux (par exemple, Mg) entrant dans la synthése des pigments
photosynthétiques, réduisant ainsi la concentration de chlorophylle (Giri et Mukerji, 2004;
Murkute et al., 2006, 2009; Sheng et al., 2008).

La teneur en chlorophylle dans les plantes inoculées avec les souches P1, P7 et P15 sous stress
salin est supérieure a celle du traitement non salin. Les plantes inoculées sous stress salin ont
atteint des niveaux de capacité photosynthétique plus élevés que ceux des plantes non stressées.
Par rapport aux plantes non inoculées, I'inoculation P1 a montré une augmentation de la
chlorophylle dans des conditions salines et non salines ; la chlorophylle (a) a augmenté dans les
plantes stressées de 150 mM.I " inoculées avec les souches P7 et P15. Nos résultats sont en
accord avec plusieurs études antérieures rapportant que l'inoculation bactérienne augmente la
chlorophylle dans les feuilles (H. S. Han & Lee, 2005; Heidari & Golpayegani, 2012; Stefan et
al., 2012).

Tenneur en Proline

Pour la présente étude, les résultats obtenus montrent que la proline s'accumule dans les plantes
Vicia faba proportionnellement aux concentrations de traitement au NaCl, telles qu'enregistrées
en présence et en I'absence de I'inoculation bactérienne P1, P7 et P15, il y avait une teneur en
proline plus élevée chez les plantes exposées au stress salin que chez les plantes non stressées
par la salinité. Ces résultats sont cohérents avec ceux de plusieurs auteurs, qui ont observé une
augmentation de la proline (Ahanger & Agarwal, 2017; Thiam, Champion, Diouf, & Sym,
2013). L'accumulation de proline dans les plantes est un indicateur de la tolérance générale au
stress ou de la tolérance a la salinité, car elle maintient I'ajustement osmotique et protege les
macromolécules intracellulaires contre la déshydratation et sert également de piégeur de
radicaux hydroxyle (Alia et al., 1995; Hoque et al., 2007). L'accumulation de proline est I'une
des modifications les plus fréquemment rapportées induites par le stress hydrique et salin aux
plantes et est souvent considérée comme impliquée dans les mécanismes de résistance au stress.
L'accumulation de proline est un indice physiologique sensible de la réponse des plantes au
stress salin et a d'autres stress (Peng et al., 2008). C'est aussi I'une des stratégies d'adaptation
déclenchées par l'usine contre les contraintes environnementales (Belkhodja et Benkablia,
2000). Sous l'effet du stress salin, les plantes accumulent certains composants organiques (tels
que la proline et le sucre soluble) et des ions inorganiques afin de maintenir un ajustement
osmotique plus élevé (Yang et al., 2009).
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Il a également été constaté que chez les plantes inoculées, la proline est plus élevée que chez
les plantes non inoculées, sous traitement salin et non salin, ce qui explique l'effet de
I'inoculation bactérienne sur I'accumulation de proline et par conséquent sur la tolérance des
plantes & différents stress. Les taux de proline foliaire ont augmenté en réponse a I'inoculation
avec des micro-organismes (Zarea et al.,, 2012). L'accumulation de proline était
significativement plus faible chez les plantes non inoculées et une accumulation significative
de proline a été trouvée dans les feuilles des plantes inoculées avec Piriformosporaindica.
Azospirillum peut également accumuler de la proline et du glutamate en réponse au NaCl et
limiter I'effluent de Na* dans les racines (Bashan et Holguin 1997). Une augmentation de la
proline et des sucres solubles totaux a été observée chez les plantes traitées avec des PGPR, ce
qui a probablement conduit a une contribution significative a la promotion de la croissance des
plantes sous stress salin, en augmentant plusieurs stratégies de défense métabolique Yang et al.,
2009), et plusieurs auteurs ont confirmé I'effet de I'inoculation bactérienne sur I'augmentation
de la proline dans des conditions salines (Casanovas et al., 2003; Tripathi et al., 1998).

Rapport Na*/K*

La salinité provoque une augmentation de la concentration de Na* et une diminution de K™, ce
qui réduit le rapport K*/Na* proportionnellement a l'augmentation du stress salin ; la réduction
de la concentration de K* chez les plantes soumises a un stress salin peut augmenter les effets
délétéres de la salinité sur la croissance et le rendement ( Fu et al., 2010). Des concentrations
élevées de NaCl dans la solution du sol peuvent diminuer les rapports K*/Na* et Ca?*/Na* chez
les plantes, qui seraient alors plus sensibles aux altérations osmotiques et ioniques spécifiques
ainsi qu'aux perturbations nutritionnelles, ce qui entrainerait par conséquent une réduction du
rendement et de la qualité (Ahmad et al., 2018; Sivritepe et al., 2003). La salinité augmente les
concentrations foliaires de Na* et de Ca* et diminue le K* dans les feuilles de laitue (Kohler et
al., 2008). L'exclusion de Na* et I'afflux de K* sont les stratégies les plus importantes de I'usine
pour soulager le stress salin (Ahanger et Agarwal, 2017; Fortmeier et Schubert, 1995; Shabala
et Cuin, 2008). Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus dans la présente expérience, ou
nous avons observé que les traitements salins induisent une augmentation significative de la
concentration de Na* et une diminution de K* chez les plantes inoculées et non inoculées ; une
réduction significative du rapport K*/Na*" sous traitements salins en présence et en I'absence
d'inoculation a également été notée.

Par rapport aux plantes non inoculées, I'inoculation avec les souches P1, P7 et P15 a provoqué
une diminution de la concentration en Na* chez les plantes traitées avec des solutions de NaCl
0 et 100 mM, et donc une réduction du rapport K*/Na*. Cela indique un effet amélioré de
I'inoculation avec les souches bactériennes sélectionnées sur la réduction de I'effet du stress
salin, cette régulation osmotique est obtenue en reduisant le niveau de disponibilité des ions
toxiques Na* dans les plantes. L'inoculation de bactéries productrices d'exopolysaccharides peut
réduire I'afflux de Na* dans les racines des plantes (Ashraf et al., 2004). L'inoculation de
Bacillus subtilis GB03 pourrait également améliorer le niveau de tolérance au sel chez
Arabidopsis thaliana en régulant le transporteur de potassium HKT1 ( Zhang et al., 2008).
L'inoculation avec des souches de PGPR aide a soulager le stress salin par I'induction de certains
genes et polypeptides, ou la régulation du transporteur de potassium HKT1 (Timmusk et Egh,
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1999) ; les PGPR affectent HKT1, ce qui a un effet sur I'ajustement des niveaux de Na* et K,
il a également été suggéré que PGPR augmente I'absorption d'ions minéraux par les plantes, via
la stimulation de la pompe a protons ATPase ( Yang et al., 2009). Ashraf et al. (2004)ont
constaté que l'accumulation de Na* dans le blé diminue en présence de PGPR, I'amélioration de
la production d'exopolysaccharides (EPS) par les PGPR peut aider les plantes a tolérer le stress
salin en réduisant la disponibilité des ions Na* au niveau des racines. Une diminution de la
disponibilité de Na* peut atténuer le stress salin pour les plants de blé et de coton (Ashraf et al.,
2004; Upadhyay et al., 2012; Yue et al., 2007)

Correélation entre les parametres mesures.

Les analyses d’ACP et de corrélation entre les paramétres montre clairement des corrélations
significatives entre I’ensemble des parameétres, sauf entre le poids frais et la chlorophylle, ces
corrélations peuvent prouver les relations d’induction et réflexion entre les parameétres sous les
conditions de stress salin. L’accumulation des Na* dans le tissus peut induire plusieurs
mécanismes d’osmorégulation tel que 1’accumulation de la proline, plusieurs auteurs ont
rapporté des résultats en concordance avec ceux de cette expérience. Raoufi et al. (2021) ont
rapporté dans une étude que 1’ensemble des parametres morphologiques mesurés (poids frais,
nombre de feuilles et élongation de la tige) présentaient une corrélation négative significative
avec le contenu en Na*, CI, MDA, proline et sucres solubles. Conformément a cette corrélation
négative que les cellules non adaptées au NaCl accumulaient une grande quantité de proline
avec un faible rapport K'/Na"(Okuma et al., 2000, 2002). Keskin et Yasar, (2007) ont constaté
une corrélation positive entre le poids des pousses et des racines et le K, et une corrélation
négative avec le Na chez 'aubergine. D'autre part, une corrélation positive a été déterminée par
Bajji et al. (2001) entre la concentration de proline et la concentration de Na dans les tissus sous
stress salin. La corrélation entre le contenu en chlorophylle ou 1'accumulation de proline et
I'absorption de sodium permet de donner un sens au stress salin (Turan et al., 2007).
I'accumulation de proline représente un symptome de dégat plutét qu'un indicateur de
résistance a la salinité (Lutts ef al., 1996). En vue a la faible teneur en proline des tissus de
variété sensible au sel et la teneur plus €levé en proline dans le cal de la variété tolérante au sel,
I’augmentation de la teneur de proline, accompagnée de 1’augmentation des concentrations de
Na" et K*, était responsable de la tolérance au sel dans les tissus de la variété tolérante. Et Que
la proline soit un puissant osmorégulateur dans les tissus de riz a ét€ montré par Basu et al.
(1999), Le pourcentage de survie était significativement corrélé avec le rapport Na*/K* (r =
0.144) et la proline (r = 0.184), mais pas avec le contenu en chlorophylle (Kanawapee ef al.,
2012). 11 a également été observé dans une étude utilisant 30 cultivars de bl¢, Une corrélation
positive entre 1'accumulation de proline et les ratios Na'/K", associée a une sensibilité accrue
au sel et a une réduction de la croissance (Poustini ef al., 2007). Certains auteurs ont conclu que
la proline pourrait ne pas étre impliquée dans la tolérance au sel chez le blé et ne jouer qu'un
role mineur dans 1'ajustement osmotique. ( Chen et al., 2007) ont rapporté que bien qu'une faible
concentration (1 mM) de proline exogéne ait atténué l'efflux de K induit par le NaCl,
I'hyperaccumulation de proline endogene chez I'orge sensible au sel sous stress salin ne semblait
pas jouer un role majeur dans la tolérance au sel mais plutot étre un symptome de sensibilité au
sel. Une suraccumulation de proline chez le riz sensible au sel a été¢ suggérée comme un
symptome de stress salin (Lutts et al., 1999), reflétant une performance médiocre et des
dommages accrus en réponse au stress salin (Moradi et Ismail, 2007). Dans les feuilles,
I'accumulation de sodium s'accompagnait de fortes accumulations de potassium et de proline,
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et était corrélée négativement avec le poids frais et le poids sec des pousses ainsi que la teneur
en eau relative des feuilles (Ptazek et al., 2014). La réponse de défense d'une plante a la salinité
implique également une accumulation accrue de proline libre, produite sous divers stress
environnementaux. La capacité d'accumuler de la proline en réponse a un stress est trés variable
entre et au sein des especes (Lutts et al., 1996). Une augmentation du niveau de proline sous
des concentrations élevées de NaCl a été notée par ( Khan et al., 2009) chez six cultivars de
blé, et une augmentation de deux a dix fois de la quantité de cet acide aminé a été trouvée chez
la tomate par Babu ez al. (2012). La corrélation négative entre le contenu en K* et en proline
dans les feuilles et les parameétres de croissance des pousses est claire, mais cette relation
pourrait indiquer que plus I'influx de Na" et le stress osmotique sont importants, plus la proline
est élevée (Plazek et al., 2014)..

2.3. Conclusion

Cette étude visait a étudier le role de I'inoculation desPseudomonas rhizobactériens dans la
clairance des effets du stress salin sur la croissance et la physiologie deV. faba. Les résultats
ont montré que les traitements salins de 100 et 150 mM induisaient une régression du poids
frais des plantes de V. faba inoculées avec P1, P7 et P15 et des plantes non inoculées. En
I'absence d'inoculation bactérienne, la teneur optimale en chlorophylle totale libérable est liée
au traitement avec 100 mM- de NaCl, alors que le traitement avec 150 mM- a réduit la teneur
en chlorophylle totale. La proline s'accumule également dans les plantes de V. faba
proportionnellement a la concentration saline en présence et en I'absence d'inoculation
bactérienne. Les traitements salins ont induit une augmentation significative du Na* et une
diminution du K* chez les plantes inoculées et non inoculées. Nous avons également noté une
réduction significative du rapport K*/Na* sous traitements salins en présence et en I'absence
d'inoculation bactérienne. Cependant, I'inoculation avec les souches P1, P7 et P15 a provoqué
une diminution du Na* chez les plantes traitées avec 0 et 100 mM deNacCl, ce qui a augmenté
le rapport K*/Na*, indiquant que I'inoculation par des souches bactériennes sélectionnées
améliore la tolérance des plantes a la salinité. Les corrélations significatives constatées reflétent
les relations d’induction et d’effet entre I’ensemble des parameétres et surtout le ratio K*/Na* et
les autres sous les conditions de stress salin. Cette étude fournit des informations sur I'effet de
la salinité sur la croissance des plantes et ses complications.
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CONCLUSION GENERALE

Le plande travail de la présente these vise a étudier le role de 1’inoculation des rhizobactéris
du genre Pseudomonas pour déminuer I’effet de stress salin et du cuivre sur la germination des
graines, la croissance et la physiologie de la feve.

La réalisation de ce planaconduit a des résultats au niveau de toutes parties de 1’étude ;

Dans la partie d’isolement et caractérisation des isolats de Pseudomonas des sols
rhizosphériques oasiens : quatre isolats OA44, OA45, OA47, OB14 et OB13 ont montré une
production de pyoverdine, la production d’AlA, la production de HCN, la solubilisation de
phosphate, le pouvoir antagoniste contre quelques souches microbiennes pathogénes, la
tolérance aux hautes concentrations de salinité et de cuivre,pendant que I’isolat OA47 a été
caractérisée comme la souche la plus performante a travers tous les tests. L’isolat OA47 a été
identifié par PCR et séquencage de I'ADN comme une souche plus proche aPseudomonas
aeruginosastrain DSM 50071.

Dans la deuxieme partie de I'étude portant sur le réle des Pseudomonas rhizosphériques sur la
germination sous stress salin et cuprique, les deux isolats de Pseudomonas, OA47 et OB14,
ont prouvé leur effet dans 1’amélioration de pourcentage et le de temps germination, et la
croissance de I'embryon, ainsi que 1’atténuation d’effet toxique de cuivre sur la germination.
L'isolat OB14 a particulierement montré un effet significatif sur le pourcentage de germination
et la croissance de I'embryon des graines de la variété locale.

La partie d’étude réalisée sur le rdle des Pseudomonas rhizosphériques dans la promotion de
la germination de la féve sous stress salina confirmé le role des souches de Pseudomonas
testées dans I’amélioration des indices de germination sous stress salin. La souche SHA21 était
la meilleure dans ce réle promoteur de germination des graines de la féve.

L’examen de rble de I’isolat OA47sur la promotion de la croissance de quatre variétés de la
feve sous des conditions de stress salin et au cuivre, a significativement valorisé cette souche.
qui a pu augmenter les indices de croissance et de tolérance sous ’effet de stress abiotique.
Avec une différence en réponse de chaque variété de la féeve. Les isolats P1, P7 et P15testés
dansl’allégement de I’effet du sel sur la croissance de la féve, ont montré des effets variables
sur les quelques facteurs chimiques et biochimiques de la féve, mais en général, I’inoculation
a significativement pu améliorer ’apport de proline libre et d’augmenter le rapport K*/Na*en
modérant la tolérance des plantes au stress.

En perspectives, nous envisageons de compléter notre travail en couvrant 1’étude des
mécanismes biochimiques des réponses au stress au niveau cellulaire. Nous voulons aussi
élargir de la gamme des parameétres mesurés, tel que le dosage les métaux accumulés dans les
plantes et vérifier les indices de stress oxydatif afin d’établir des corrélations parameétriques et
d’interpréter les résultats d’une fagon plus proche de la réalité. Ainsi que la conception a
I’application biotechnologique des souches Pseudomonas et leurs métabolites, et la
caractérisation moléculaire de la souche P aeruginosa(OA47) en interaction avec
I’environnement et les plantes.
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Annexel:Préparation et composition des solutions et milieux de culture

1.  Gélosenutritif(parlitre)

PEPIONE . r e 10g
N L SRR 5¢
EXIrAITACIEVUIE......c.eeeee et ste e e re et 39
EXErAIAEVIANGE ...t 39
PH=7%0,2.

2.  GélosePVK(parlitre)

] [0 o0 L SRS 10g
Caz(PO4)2.H2O. ..ot e 59
(INH.)2S04 ...ttt ettt e et et e et e et et e et e et et e et e ete e e et e et enaeeeeeeees 0,59
O SO PR 0,29
10 IS @ 2T o 7 OSSR 0,2

[V LIS 1O 7oA L T 0,1g
MNSO4.AH2O ..ottt reene e 0.004g
I @ T4 o L LR 0.002g
AN F= T 0,209
EXTIFAITARIBVUIE ... 0.5g
PoUrpredebrOMOCTESOL ........c..ciuieiicec ettt sre et re e 0,19
PH=7+0,2.

3. Milieu King B

Prote0SE PEPIONE ... ettt 209
Potassium sulphate ... 10g
Magnesium chloride, anhydrous ..o 1.64 g
A e 15¢

Final pH (at 25°C) 7.3+0.1

4.  Milieu King B

PEPIONEUECASEINE. ...ttt bbb bbb ene s 10,0 ¢
PePLONEABVIANTE. .....c.eiiieitiitici e bbbt 10,0 ¢
(€] ) Y/ol: (o] OSSPSR 10,0 ml
K2HPOA ot 159
MOSO4.TH20 .o 15
gpH=7%0,2.

5. Gelose LB (Lysogeny broth)

(O 111115015 010 1 1< 10 g
B T2 TS A3 T 5¢g

N L e 10g
N . ) I5¢g
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Composition de la solution nutritive d’Hoagland

1. Compositiondelasolution.

Composants parlitre
KNOs3 5mld’unesolution del M
Ca(NOs)2 .4H20 5 ml d’unesolution de1M
KH2PO4 1mld’unesolution del M
MgSO4.7H20 2mld’unesolution del1M
Microélément* 1mld’unesolution destock solution
Fe-EDTA Sml d’unesolutionde1000mg/1

*Compositiondustocksolutionpourmicroélément.

stocksolution (microélément)

1. H3BO3

) MnCl-4H,0
' ZnS04-7H0

3. CuS04-5H,0

4 MoO3

5.

parlitre
2.86 9
181¢g
0.22¢g
0.08¢g
0.02g

6. Annexe |l : Courbed’étalonnage des solutions AIA

pourladéterminationdela concentrationd’ AIA

3,0

o
(]

¥y=0,0241x+0,0112
R*=10,9975 v

i
[=]

<

-
(¥,

.

Densité optique 2 530 nm

N

0,0 T T

60 80 100 120
[ATA] mg/
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Annexelll:Tableauxdesanalysesstatistiques (ANOVA)

1. Tableauxdes analyses d’ANOVA de poids frais de la féve (Partie aérienne) a
I’expérimentation de plantation

a. Variété Aguadulce

S.CE DDL C.M. TEST F PROBA ET. C.\V.
VAR.TOTALE 204.457 29 7.05
VAR.FACTEUR 1 6.58 1 6.58 1.185 0.28958
VAR.FACTEUR 2 85414 4 21.354 3.845 0.0178
VAR.INTER F1*2 1.4 4 0.35 0.063 0.98931
VAR.RESIDUELLE 1 111.063 20 5.553 2.357 34.21%

Groupes homogenes pour facteur 2 traitements de stress

F2 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
1.0 T0 9.382 A

2.0 S1 7.913 A B

4.0 C1 6.865 A B

3.0 S2 5.797 A B

5.0 c2 4.485 B

b. Variété Hmiene

S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA E.T. C.V.
VAR.TOTALE 220.658 29 7.609
VARFACTEURL g4 47 1 84.47 34.309 0.00001
VARFACTEURZ 70 189 4 17.547 7.127 0.00103
VAR.INTER F1*2 16.759 4 4.19 1.702 0.18837
VARRESIDUELLE 49 241 20 2.462 1.569 27.43%

1

Groupes homogenes facteur inoculation

F1 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
2.0 INOCULEE 7.399 A
1.0 NON INOCULEE 4.043 B

Groupes homogenes facteur traitements de stress

F2 IBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
1.0 T0 8.268 A

4.0 C1 5.92 B

2.0 S1 5.895 B

3.0 S2 4.925 B

5.0 C2 3.598 B
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c. Variété localel

S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA E.T. C.V.
VARTOTALE 174628 29 6.022
VARFACTEURL 45166 1 45166  17.751  0.00048
VARFACTER2 76068 4 19017  7.474 0.00079
VARINTERFI2 9 505 4 0.626 0.246 0.90767
VARRESIDUELLE | 5() 888 20 2.544 1.595 40.41%

Groupes homogeénes facteur inoculation

F1 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
2.0 INOCULEE 5.175 A
1.0 NON INOCULEE 2.721 B

Groupes homogenes facteur traitements de stress

F2 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES

1.0 TO 6.195 A

4.0 C1 5.205 A

2.0 S1 3.917 A B

5.0 Cc2 2.29 B

3.0 S2 2.132 B

d. Variéte locale 2
S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.

VARTOTALE 167.318 29 5.77

VARFACTEURL ' 18.929 1 18.929 13.937 0.00138

VARFACTEURZ 71 327 4 17.832 13.129 0.00003

VARINTERFL2 49,897 4 12.474 9.185 0.00024
VARRESIDUELLE | 97 164 20 1.358 1.165 34.47%

Groupes homogeénes facteur inoculation

F1 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
2.0 INOCULEE 4.175 A
1.0 NON INOCULEE 2.587 B

Groupes homogeénes facteur traitements de stress

F2 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES

1.0 T0 5.795 A

4.0 C1 4.17 B

2.0 S1 3.105 B

5.0 C2 2.652 B

3.0 S2 1.183 C
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Groupes homogeénes pour facteur d’interaction f1 x f2

F1 F2

2.0
2.0
2.0
1.0
1.0
1.0
2.0
1.0
2.0
1.0

VAR.TOTALE

VAR.FACTEUR 1

VAR.FACTEUR 2

VAR.INTER F1*2

VAR.RESIDUELLE 1

1.0
4.0
2.0
1.0
5.0
4.0
3.0
2.0
5.0
3.0

LIBELLES

INOCULEE TO
INOCULEE C1
INOCULEE S1
NON INOCULEE TO
NON INOCULEE C2
NON INOCULEE C1
INOCULEE S2
NON INOCULEE S1
INOCULEE C2
NON INOCULEE S2

MOYENNE
S

7.29
6.13
4.857
4.3
4.153
2.21
1.45
1.353
1.15
0.917

GROUPES HOMOGENES

W mww
O000

O 0000

Tableauxdes analyses d’ANOVA de pourcentage de germination de la feve a
I’expérimentation de germination sous stress au cuivre.

a. Variété Aguadulce

S.CEE DDL
6548.393 35
1701.388 2
793.184 3
1215.279 6
2838.542 24

C.M.

187.097
850.694
264.395
202.547
118.273

Groupes homogenes pour facteur inoculation
MOYENNES

F1 LIBELLES
2.0 F1n2
1.0 Finl
3.0 F1n3
b. Variété locale

S.C.E
VAR.TOTALE 13787.98
VAR.FACTEUR 1 1213.107
VAR.FACTEUR 2 3319.228
VAR.INTER F1*2 2745.226
VAR.RESIDUELLE 1 6510.417

26.563
11.979
11.979

DDL
35

24

C.M.
393.942
606.554
1106.409
457.538
271.267
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TESTF PROBA E.T.

7.193
2.235
1.713

0.00366
0.10891
0.1607
10.875

GROUPES HOMOGENES

A

TESTF

2.236
4.079
1.687

PROBA E.T. C.V.

0.12686
0.01778
0.16699
16.47  52.41%

C.v.

64.58%
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Groupes homogenes pour facteur traitements au cuivre

F2 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
3.0 F2n3 46.528 A

2.0 F2n2 31.25 A B

1.0 F2nl 27.778 A B

4.0 F2n4 20.139 B

3. Tableauxdes analyses d’ANOVA de pourcentage de germination de la féeve a
I’expérimentation de germination sous stress salin.

a. Variété Aguadulce

S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.v.
VAR TOTALE 10810.55 35 308.873
VARFACTEURL 953 905 2 126.953 0.76 0.48248
VARFACTEUR2  £31c 704 3 1771.918 10.604 0.00014
VARINTERFI™2 - 1230.47 6 205.078 1.227 0.32711
VARRESIDUELLE |21 417 24 167.101 12.927 33.09%

Groupes homogenes pour facteur inoculation

F2 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
2.0 P1 56.944 A

4.0 P3 40.278 B

3.0 P2 36.111 B

1.0 SP 22.917 C

b. Variété locale

S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA | E.T. C.V.
VAR TOTALE 21701.39 35 620.04
VARFACTEUR L 13654.51 2 6827.257 33.468 O
VARFACTEUR 2 1006.943 3 335.648  1.645 0.2043
VAR.INTER F1*2 2144.098 6 357.35 1.752 0.1516
VAR RESIDUELLE 1 4895.834 24 203.993 14.283  46.74%

Groupes homogeénes facteur traitements de salinité

F1 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
1.0 SOmM 57.292 A
2.0 S100mM 22.917 B
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3.0 S200mM 11.458 B

4.  Tableauxdes analyses d’ANOVA de test d’activité antibactérienne des extraits

OA47.
S.CE DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.v.

VARTOTALE 395.838 95 4.167

VAR.FACTEUR 1 85912 3 28.637 | 102.456 O

LEREACIEURI 145.813 5 29.163 104.334 O

VAR.INTER F1*2 143.988 15 9.599 34.343 0

VAR.RESIDUELLE 1 20.125 72 0.28 0.529 26.13%

Groupeshomogénes

Facteur extrait :

F1 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES

1.0 Phenazine 3.537 A

3.0 Pyoverdine = 2.057 B

4.0 Pyoverdine+ 1.455 C

2.0 Pyocyanine = 1.042 D

Facteur souches antagonistes :
F2 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES

3.0 BS 3.541 A

2.0 BC 3.079 B

4.0 EF 2.687 C

5.0 SA 2.008 D

1.0 PA 0.575 E
6.0 EC 0.247 E

Facteur interaction :

F1 F2 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES

1.0 3.0 Phenazine BS 8.277 A

1.0 4.0 Phenazine EF 4.718 B

1.0 2.0 Phenazine BC 4.248 B C

3.0 2.0 Pyoverdine BC 3.503 C D

3.0 3.0 Pyoverdine BS 3.423 C D E

4.0 5.0 Pyoverdine+ SA 3.235 D E

3.0 5.0 Pyoverdine SA 3.115 D E

4.0 4.0 Pyoverdine+ EF 2.805 D E F
4.0 2.0 Pyoverdine+ BC 2.69 D E F
2.0 3.0 Pyocyanine BS 2.465 D E F
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1.0 1.0 Phenazine PA 2.3
2.0 4.0 Pyocyanine EF 1.91
2.0 2.0 Pyocyanine BC 1.878

1.0 5.0 Phenazine SA 1.683
3.0 4.0 Pyoverdine EF 1.315
3.0 6.0 Pyoverdine EC 0.987

3.0 1.0 Pyoverdine PA 0

2.0 5.0 Pyocyanine SA
1.0 6.0 Phenazine EC

2.0 1.0 Pyocyanine PA
4.0 6.0 Pyoverdine+ EC
4.0 1.0 Pyoverdine+ PA
2.0 6.0 Pyocyanine EC
4.0 3.0 Pyoverdine+ BS

Annexe |V :

OO OOoOoOoOoOo
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Query #3: 47_1485bp Query ID: Icl|Query_64295 Length: 1485

Sequences producing significant alignments:

Total Query E Per. Acc.

Description

E F G
F G
F G
F G
G
Scientific Common Max
Name Name Taxid

Score Score cover Value Ident Len Accession
1. Pseudomonas aeruginosa strain DSM 50071 16S ribosomal RNA,...

Pseudomonas... NA
NR_117678.1
2. Pseudomonas
Pseudomonas... NA
NR _114471.1
3. Pseudomonas
Pseudomonas... NA
NR_113599.1
4, Pseudomonas
Pseudomonas... NA
NR_043289.1
5. Pseudomonas
Pseudomonas... NA
NR_026078.1
6. Pseudomonas
Pseudomonas... NA
NR_112062.1
7. Pseudomonas
Pseudomonas... NA

287

2674 2674 100% 0.0 99.93 1527

aeruginosa strain ATCC 10145 16S ribosomal RNA,...

287

2663 2663 99% 0.0 100.00 1489

aeruginosa strain NBRC 12689 16S ribosomal RNA,...

287

2636 2636 98% 0.0 100.00 1461

otitidis strain MCC10330 16S ribosomal RNA, partia...
319939 2584 2584 100% 0.0 98.59 1531

aeruginosa strain DSM 50071 16S ribosomal RNA,...

287

2538 2538 100% 0.0 98.12 1537

resinovorans strain ATCC 14235 16S ribosomal RNA,...

53412

2511 2511 100% 0.0 97.38 1507

stutzeri ATCC 17588 = LMG 11199 16S ribosomal RNA,...

96563

2483 2483 100% 0.0 97.11 1537
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NR_103934.2

8. Stutzerimonas stutzeri strain VKM B-975 16S ribosomal RNA,...  Stutzerimona...
NA 316 2478 2478 100% 0.0 97.11 1495 NR_116489.1

9. Pseudomonas hydrolytica strain DSWY01 16S ribosomal RNA, parti...
Pseudomonas... NA 2493633 2474 2474 100% 0.0 96.97 1500
NR_170428.1

10.  Pseudomonas alcaligenes strain NBRC 14159 16S ribosomal RNA,...
Pseudomonas... NA 43263 2472 2472 98% 0.0 97.54 1462
NR_113646.1

Annexe V : Communications et Publications:

1. Communications :

Journée mondiale de la biodiversité avec une communication intitulée « les
changements climatiques, et la biodiversité » qui s’est tenu a Adrar le 22 Mai
2007.

1’ colloque international de la biologie appliquée, avec une communication
intitulée « Role de Pseudomonas fluorescente dans I’allégement du stress salin
sur la germination, la croissance et physiologie de la feve (Vicia faba) » qui
s’est tenu a Université Mohamed Boudiaf Oran, du 29/11/2015 au 01/12/2015.
Séminaire national sur 1’agriculture durable avec une communication intitulée

« ROle de Pseudomonas fluorescente dans I’allégement du stress salin sur la
germination, la croissance et physiologie de la feve (Vicia faba) » qui s’est
tenu a Université Djilali Liabes Sidi Belabbas, le 02/12/2015.

Séminaire? national sur les agrosystemes sahariens Biodiversité, valorisation et
préservation avec une communication intitulée « Effet de Pseudomonas
rhizosphérique sur la biomasse fraiche la proline et le rapport K/Na de la
feve (Vicia faba) dans les conditions du stress» qui s’est tenu a Université
Ahmed DRAYA, du 07/11/2016 au 08/11/2016.

Séminaire® national sur les agrosystemes sahariens Biodiversité, valorisation et
préservation avec une communication intitulée « Etude de la tolérance au plomb
chez Atriplexhalimus L. dans les milieux salins» qui s’est tenu a Université
Ahmed DRAYA, du 07/11/2016 au 08/11/2016.

Journées internationales de biotechnologie (JIB2016), avec une communication
intitulée « Physiological and Biochimical responses in broad bean ( Vicia faba)
inoculated with rhizospheric Pseudomonas under salt stress conditions» qui
s’est tenu a Sousse —Tunisie du 18 au 22/12/2016.

International Course on organic farming, UTEAM, Izmir-Turkey, 2018, avec une
communication orale intitulée « Agricultural Product labelling and
certification in Algeria »
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¢ Notional conference on Argan (Argania spinosa), Adrar-Algeria, 2020, avec une

communication orale intitulée « Valorisation économique des produits d’argan
»

5. Publications:

-  Effects of Inoculation with Rhizospheric Pseudomonas on Physiological
Responses in the Broad Bean (Vicia faba) Grown Under Copper Stress.

Idderl, Djibaoui2, Hocine3 et al. (2018), Advances in Science, Technology &Amp; Innovation

- Role of some rhizospheric Pseudomonas on the growth and physiology of
broad bean (Vicia faba) under salt stress conditions.

Idderl, Djibaoui2, Yssaad3 et al.(2019) Acta Agrobotanica.
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Abstract

Salt stress affects the development and growth of plants in various ways as a result of its
effect on water relationships, photosynthesis, and nutrient absorption by physiologi-
cal and biochemical processes. Consequently, several researchers have increasingly
studied the effect of plant growth promoting bacteria (PGPR) as promoters and
enhancers under saline environment. The main goals of this study were to examine
the manifested response of the broad bean plant under saline conditions and to
evaluate the role of some Pseudomonas isolates in improving plant tolerance to salt
stress. Three Pseudomonas strains were isolated (P1 and P7 from a saline soil and P15
from a vineyard soil). These isolates were screened by salinity and used as inoculums
in Vicia faba plants (OTONO variety) irrigated with two saline solutions (NaCl; 100
and 150 mM L) and one without salinity. The results show that salinity decreased
the fresh weight, total chlorophyll content, and the Na'/K" ratio, but it increased
proline accumulation in inoculated and noninoculated plants. The inoculation of
V. faba plants with P1, P7, and P15 strains significantly increased the production
of fresh biomass in the presence and absence of salt stress, and positively affected
the accumulation of proline and the Na*/K* ratio. The inoculation with bacterial
strains increased the total chlorophyll content in plants at all salt treatment levels,
especially the P1 strain that showed a significant effect.

Keywords
salinity; PGPR; proline; chlorophyll

Introduction

Salinity is considered to be one of the main abiotic stresses in the Sahara region because
it reduces the area of exploitable land by 1% to 2% yearly [1]. Over 800 million hectares
of land are affected by salinity, which could drastically reduce agricultural productivity
[2]. In addition, salinity reduces nutrient absorption by plants, particularly phosphate
uptake [3]. Osmotic stress can also be induced by limiting water absorption in soil, and
ionic stress resulting from high concentrations of potentially toxic salt ions in plant
cells [4]. Saline stress affects several biochemical and metabolic processes in plants,
including protein synthesis, photosynthesis, and lipid metabolism, therefore, growth and
yields are reduced [5,6]. The accumulation of ions, such as sodium chloride, can alter
many physiological activities [7], decrease productivity, and cause plant death [2].
Agricultural soils face great risks due to their excessive and irrational exploitation;
salinity is among these risks, which represents a serious constraint for agriculture.
Against these risks of phytotoxicity of salinity, many researchers have studied several
strategies, such as the use of plant growth-promoting bacteria (PGPR or PGPB). PGPRs

Published by Polish Botanical Society 10f13
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can stimulate not only plant growth and yield, but also alleviate the effects of biotic or
abiotic stresses [8]. They can also increase plant growth and aerial biomass, even under
the toxic effect of metals [9-11], and facilitate the growth of plants in saline soils [4,12].
The increase in crop yields due to PGPRs is mainly attributed to the production of growth
phytohormones as well as the solubilization of phosphate [13]. Several authors have
reported the enhancing effect of plant-PGPR interactions using different bioinoculant
bacterial strains, such as Azospirillum, Agrobacterium, Pseudomonas, and several strains
of gram-positive Bacillus [14,15]. Inoculation with P. putida Rs198 may stimulate cotton
growth and germination under salt stress conditions [16]. The strains P, trivialis 3Re27
and P, extremorientalis TSAU20 have excellent root colonization capacity and promote
plant growth. They also show antagonism to fungal plant pathogens, tolerance to salin-
ity, and ability to alleviate salt stress in peas, soybeans, wheat, cucumber, and tomato
[17-19]. In the present study, the effect of salt stress on biomass, chlorophyll content,
proline accumulation, and absorption of nutritional elements was examined. We also
studied the effect of inoculation with selected Pseudomonas strains on the growth of
plants and their tolerance to salt stress.

Material and methods
Soil sampling

Ten soil samples were taken from two types of potentially contaminated soil: saline
soil from Metmar Relizan and vineyard soil from Wreiah Mostaganem, Algeria.

Isolation of Pseudomonas spp. strains

The isolation was carried out by the suspension dilution method described by Vidhy-
asekaran et al. [20]. The roots were first removed from the easily detachable soil, then
1 g of soil adhering to the roots of each sample was recovered and placed in a series of
1/10 dilution suspensions. Finally, the bacteria belonging to the genus Pseudomonas
were isolated from the greenish-yellow fluorescent colonies after 48-h incubation [21]
on King B medium, as described by King et al. [22]. Confirmation of the fluorescence
of Pseudomonas strains was done either by naked eye or by using a UV lamp (366 nm),
and therefore occurred after macroscopic and microscopic analyses.

Selection and identification of high-performance isolates

The strains of fluorescent Pseudomonas passed through three preselection tests of per-
formance: tolerance to salinity, and indole acetic acid (TAA) and pyoverdine production.
Every isolate was incubated for 48 h in King B medium with different salinity levels:
7%, 8%, 9%, and 10% NaCl. Then, the best performing isolates were examined for their
ability to produce pyoverdine. We used the method described by Meyer and Abdallah
[23] for the extraction and spectrophotometric characterization of pyoverdine, and
the method described by Loper and Schroth [24] for characterizing IAA production
in theses strains. The selected isolates were identified using the biochemical method
of the API 20NE gallery.

Experiment of plantation

The experiment was carried out in a greenhouse at the Agronomy Workshop in Maz-
zagran, Abdelhamid Ibn Badis University in Mostaganem, Algeria (x: 35°53'05.79"N,
y: 0°02'41.54" E) with an average temperature of 28°C by day and 23°C by night, and
hygroscopy of 55% to 75%.

We used the seeds of Vicia faba OTONO. The seeds were germinated after disinfec-
tion with a 25% sodium hypochlorite solution for 15 min, and then transplanted into

© The Author(s) 2019 Published by Polish Botanical Society Acta Agrobot 72(4):1794 20f13
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pots containing 5 kg of mineralized and sterile sand. From colonies incubated for 24 h
we prepared the inoculums of three strains selected for inoculation in tubes contain-
ing 3 mL nutrient broth, the tubes were incubated at 30°C for 24 h and then poured
aseptically into 250 mL flasks containing 100 mL of nutrient broth and incubated at
30°C for 48 h. The first inoculation was applied simultaneously with the transplanta-
tion of the germinated seeds by adding 120 mL of the bacterial suspension to each
pot and the second inoculation was applied 4 weeks after transplantation. One week
after transplantation, the pots were regularly irrigated with Hoagland solution [25].
From the fifth week after transplantation, and for a 3-week duration, the irrigation
solutions (Hoagland solution) contained NaCl treatments at different concentrations:
0mM L™, 100 mM L™, and 150 mM L~'. We measured the total fresh weight of plants
using a precision scale. The chlorophyll content was measured following the method of
Francis et al. [26], the proline content following Bergman and Loxley [27], and the K*
and Na* cations were measured using the method described by Lagerkvist et al. [28].
The experiment was conducted according to a completely randomized design with
four replicates. STAT BOX v6.40, used to perform ANOVA based on Student-New-
man-Keuls test with a significance threshold of p = 0.05, and Microsoft Excel 2013
was used for the graphics.

Results
Isolation, selection, and identification of Pseudomonas spp. strains

The macroscopic and microscopic analyzes of the isolates extracted from the rhizosphere
revealed seven strains belonging to the genus Pseudomonas: P1, P6, and P7 from the
saline soil and P11, P13, P14, and P15 from the vineyard soil. We chose P1, P7, and P15
as high-performance strains from the seven isolates as screened by the performance test
results shown in Tab. 1. According to the APT 20NE gallery identification catalog, isolates
P1 and P7 are similar to strains of P. fluorescens and P15 was assigned as P. putida.

Tab. 1 Characterization of isolated bacterial strains.

Test of resistance to different NaCl

doses after 72 h

Bacterial TIAA Pyoverdine

isolates production production 7% 8% 9% 10%
P1 ++ ++ ++ 5 = 3
P6 y . = " . -
P7 ++ ++ ++ ++ ++ ++
P11 u + . ++ - -
P13 +v v + v ++ - - &
P14 o + ++ - - -
P15 v ++ ++ ++ ++ ++ +

Note: “-” means no production or growth; “+” means weak production or growth; “++” means
abundant production or growth.

Fresh weight

The results showed that salinity has an inversely proportional effect on the fresh weight
of plants in the presence and absence of bacterial inoculation. Compared to the 0 mM
L' dose, saline doses of 100 and 150 mM L' caused a biomass decrease of 6.73% and
10.95%, respectively, for the noninoculated plants. Saline doses also decreased the biomass
of inoculated plants, the P1 strain decreased by 0.95% and 13.86% for the 100 and 150
mM L', respectively, 8.76% and 10.16% for the P7 inoculum, and 14.85% and 35.10%
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The effect of salinity and inoculation of Pseudomonas strains (P1, P7,

P15) versus a control (SP) on fresh weight of Vicia faba plants.

for the P15 inoculum (Fig. 1). However, bacterial inoculation with each of the strains
significantly increased (Tab. 2) the fresh weight of plants at all levels of saline treatment.
The P1 inoculum increased the biomass at a rate of 45.61%, 54.63%, and 40.85% for
the 0, 100, and 150 mM L' doses, respectively. The P7 inoculum caused an increase of
31.51%, 28.66%, and 32.68% for the 0, 100, and 150 mmM L™ treatments, respectively,
and the rate of increase was 78.54%, 63.02%, and 30.13% for the P15 inoculum.

Total chlorophyll content (a + b)

The results of noninoculated plants showed an 18.39% increase in total chlorophyll
at a saline dose of 100 mM L', whereas the application of a 150 mM L' saline dose
caused a significant (p < 0.05) decrease of 21.94% compared to the nonsaline treatment
(0 mM L") (Fig. 2). The results of the plants inoculated with P1 revealed that the effect
of salinity on the total chlorophyll content was proportional to the saline concentration,
with the 100 and 150 mM L' treatments causing an increase of 10.15% and 25.02%,
respectively compared to the 0 mM L' treatment. In parallel, inoculation with the P1

Tab.2 The effect of salinity and bacterial inoculation with Pseudomonas strains (P1, P7, and P15) on the fresh weight, proline
content, chlorophyll content, and K*/Na' ratio of Vicia faba.

Bacterial NaCl treatment Proline content Chlorophyll content

inoculum (mML") Fresh weight (g) (uM/100 mg DM) (mg/g FM) K*/Na* ratio
SP 0 21.938 +4.87 & 0.161 £0.019 ¢ 0.736 +0.05 < 2.275 +0.667 ©
SP 100 20.46 £1.301 < 0.192 +0.029 © 0.701 +0.064 < 1.029 +0.177 ©
SP 150 19.535 .12.631 ¢ 0.288 +£0.027 ° ‘ m0.594 +0.103 ¢ 0.893 +0.14 ¢
P1 0 31.943 +2.051 b 0.273 £0.037 0.847 +0.168 b 2.101 £0.313°
P1 100 31.638 £3.916 0.281 +0.022° 0.933 £0.07 1.127 £0.196 ©
P1 ) 150 21.515 +3.805 b<de ‘ 0.353 +0.012° o 1.}1(_)9_ t0.16‘6 o o 1‘.119 1-0.081}' o
P7 0 28.85 +2.783 b4 0.200 +0.018 0.76 +0.098 < 2.874 £0.295°
P7 100 26.323 +1.859 bedef 0.251 £0.038 ° 0.775 £0.134 < 1.05 +0.151 ¢
P7 150 2592 42,953 ot 0.255 +0.008 * 0.781 +0.064 < 0.68 +£0.146 ¢

‘ PlS B .0‘ ‘ ' .39.‘16v8 ié.49l : '0;203 +0.019°¢ o 0.748 +0.05 < o 2.935 £0.345 .

P15 100 33.353 +3.902° FU;208 +0.014 ¢ “ 0.737 £0.074 <¢ N 2.024 ‘t’(’).ll’S’b 3
P15 150 25.42 £3.118 «f 0.362 +0.033° “ 0.988 +0.058 o 0.868 1;0.196 il

SP - treatment without bacterial inoculation; DM - dry matter; FM - fresh matter. The SP treatment was not inoculated. Results are
presented as the mean + standard deviation; lowercase letters denote homogeneous groups.
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strain caused a significant elevation (Tab. 2) in total
chlorophyll of 11.30%, 3.55%, and 78.28% for the 0,
100, and 150 mM L' treatments.

For the inoculation with the P7 strain, the results
showed that the accumulation of total chlorophyll

E in the inoculated plants is proportional to the sa-
g o line concentration applied, with a slight increase of
£% o5 1.97% and 2.76% induced by 100 and 150 mM L™
é E treatments, respectively. However, the effect of P7
3 inoculation on total chlorophyll content was nega-
S tively affected by the 0 and 100 mM L' treatments
o i o i 20 with a reduction of 0.13% and 13.980%, respectively,
20mML Ei0mMLT 1s0mMLY and for the 150 mM L' treatment, the content was

increased by 31.48% compared to the control.
Fig.2 'The effect of salinity and bacterial inoculation with Pseudo- Plants inoculated with the P15 strain and stressed
monas strains (P1, P7, and P15) on the total chlorophyll content of with a 100 mM L' saline dose had a 16.84% decrease

Vicia faba plants. SP is a control that was not inoculated.

04

03

0.2

01

Proline content (1M/100 mg DM)

sP

wommL

P1

®100mM L

in total chlorophyll. The 150 mM L' saline treat-
ment caused a 32.09% increase in total chlorophyll
compared to the 0 mM L™ treatment. In comparison
with the results of the noninoculated plants, the P15
inoculation decreased the total chlorophyll content by
1.71% and 30.97% for 0 and 100 mM L' treatments,
respectively, while total chlorophyll increased by
66.33% for the 150 mM L' treatment.

Proline content in the aerial part

The results of the noninoculated samples showed that
the effect of salinity on the accumulation of proline
in the aerial part of the bean is proportional to the
el concentration of the saline treatment, whereas a
significant increase (Tab. 2) of 255.90% and 19.25%

P7

Fig. 3 The effect of salinity and bacterial inoculation of Pseudomonas was observed for the 150 and 100 mM L' saline
strains (P1, P7, and P15) on proline content in Vicia faba plant. SP doses, respectively, compared to the 0 mM L™ dose

was not inoculated.

(Fig. 3).
In the group of plants inoculated with the P1
strain, the effect of salt stress on the proline content
in the aerial part of the bean was proportional to the concentration of the saline treat-
ment, with proline content increases of 2.93% and 29.30% for the 100 and 150 mM L
treatments, respectively, compared to the 0 mM L' treatment. Comparison of the results
of this group with those of the noninoculated group revealed a significant increase of
69.56% and 46.35% in the proline content for the 0 and 100 mM L' treatments, respec-
tively, whereas a decrease of 38.39% was observed for the 150 mM L' treatment.

The plants inoculated with the P7 strain displayed a proportional effect of salinity
on the accumulation of proline in the aerial part of the bean. There was a significant
increase of 25.5% and 27.5% (Tab. 2) in the proline content of the plants stressed with
100 and 150 mM L' treatments, respectively, compared to the 0 mM L™ dose. In com-
parison with noninoculated plants, the plants inoculated with the P7 strain showed an
increase of 24.22% and 30.72% in the proline content for the 0 and 100 mM L saline
doses, respectively, and a decrease of 55.49% for the 150 mM L' saline dose.

The values of the proline content in the plants inoculated with the P15 bacterial strain
indicated that the accumulation of proline was proportional to the saline concentration.
The 100 and 150 mM L' treatments caused significant accumulation of proline content
of 2.46% and 48.76%, respectively, compared to the 0 mM L' treatment. Comparing
the results of the plants inoculated with the P15 strain with those not inoculated (SP),
the effect of the P15 bacterial inoculum on the proline accumulation was a significant
increase of 26.08% and 8.33% for the 0 and 100 mM L' treatments, respectively, and
a decrease of 47.29% for the 150 mM L' treatment.
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K*/Na* ratio
n

womML* H100 MM L A1S0MM L*

Fig. 4 The effect of salinity and bacterial inoculation with Pseudomonas
strains (P1, P7, and P15) on the K*/Na" ratio of Vicia faba plants. The
SP treatment was not inoculated.

K*/Na* ratio

Compared with unstressed Vicia faba plants (treated with 0 mM L' solution), the 100
and 150 mM L™ saline doses significantly decreased the K*/Na* ratio in the nonin-
oculated plants by 62.91% and 57%, respectively (Fig. 4). The results showed that the
K*/Na ratio is inversely proportional to the saline concentrations, with the 100 and
150 mM L' treatments causing a significant reduction (Tab. 2) of 46.35% and 46.73%,
respectively, comparatively to the 0 mM L' treatment. In parallel, inoculation with the
P1 strain was accompanied by a significant decrease of 24.28% and 6.20% in the K*/
Na* ratio for the 0 and 150 mM L' saline doses, respectively; however, there was an
increase of 9.52% for the 100 mM L' dose compared to noninoculated plants.

The results obtained showed that the K*/Na* ratio in plants inoculated with P7
is inversely proportional to the saline doses applied, with a considerable reduction
of 63.46% and 76.33% for the 100 and 150 mM L' doses, respectively. Compared to
noninoculated plant results, the effect of the P7 inoculation on the K*/Na* ratio was
positively demonstrated for the 0 and 100 mM L™ treatments with a significant increase
of 35.67% and 20.40% respectively, while the K*/Na* ratio was reduced by 43% for the
150 mM L' treatment.

In comparison with the results for the noninoculated plants, the P15 inoculation
increased the K*/Na* ratio by 5.87% and 96.69% for the 0 and 100 mM L~! treatments,
respectively. However, the K*/Na* ratio decreased by 27.24% for the 150 mM L~ treat-
ment. The effect of saline stress on the K*/Na* ratio is inversely proportional to the
concentration of the saline treatment, with a reduction of 31.10% and 70.45% in the
K*/Na* ratio observed for the 100 and 150 mM L' treatments, respectively, compared
to the 0 mM L' dose.

Discussion
Fresh weight

The results obtained in the bean plants inoculated with the P1, P7, and P15 strains and
those not inoculated revealed a reduction in fresh weight induced by the 100 and 150
mM L' saline doses compared to the 0 mM L' nonsaline treatment. Huge reductions
in growth are caused by salt concentrations in the irrigation solution [29]. Salt stress
reduces the dry matter of roots, stems, leaves, and the leaf surface due to the direct
and indirect effects of salt ion toxicity that cause soil-plant osmotic imbalance [30]. In
response to salt stress detection, plants increase ethylene production [29,31-33]. Ethylene
affects different vegetative growth phases in plants, leading to an overall reduction in
growth [34], and it can inhibit the elongation of stems and plant roots [35,36].
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Our results also show that inoculation with the P1, P7, and P15 strains significantly
increased plant growth under both saline and nonsaline conditions. Inoculation of
stressed plants with bacteria containing ACC (1-aminocyclopropane-1-carboxylate)-
deaminase may reduce ethylene concentration [29]. Many PGPRs produce the enzyme
ACC-deaminase and metabolize ACC, the precursor for ethylene synthesis of plants,
thereby reducing the inhibition of root growth by stress-induced ethylene [37-39].
Pseudomonas extremorientalis TSAU20 is able to reduce salt stress in wheat grown
in saline soil [18]; the improvement effect of PGPRs on plant growth under saline
conditions has been demonstrated in different species of plants such as tomato, pepper,
canola, beans, and lettuce [12,40-43]. Pseudomonas putida Rs-198 secrete IAA, which
enhances plant growth, and alleviates the effect of growth inhibitors by decreasing the
abscisic acid (ABA) content of plants [44-46].

However, we observed a proportional reduction in the fresh weight of inoculated
plants with increased saline concentration, indicating that salinity has inhibitory ef-
fects on the development of nodulation and colonization of inoculation strains. Several
studies have proven the inhibitory effect of salt stress on the association of plants with
symbiotic bacteria. Salt stress inhibits the growth, nodulation, and nitrogen fixation of
several legumes, such as soybean (Glycine max) and common bean (Phaseolus vulgaris)
[47,48]. An explanation for reduced legume growth may be that salt stress causes failure
of the infection and nodulation processes [49].

Chlorophyll content

According to the results, an optimum content of total chlorophyll was found in the
noninoculated Vicia faba plants treated with the 100 mM L' saline dose, whereas the
150 mM L~! saline treatment reduced the total chlorophyll content. Salinity decreases
photosynthesis and degrades chlorophyll and chlorophyll-protein complexes [50,51];
chlorophyll concentrations were significantly reduced by salinity treatments due to
the suppression of the specific enzymes responsible for the synthesis of photosynthetic
pigments [52,53], or the antagonistic effect of Na* on the absorption of minerals (for
example, Mg) entering into the synthesis of photosynthetic pigments, thereby reducing
the chlorophyll concentration [51,54].

The chlorophyll content in the plants inoculated with the P1, P7, and P15 strains under
salt stress are higher than that in the nonsaline treatment. The inoculated plants under
salt stress reached higher levels of photosynthetic capacity than that of the unstressed
plants. Compared with the noninoculated plants, P1 inoculation showed an increase
in chlorophyll under saline and nonsaline conditions; chlorophyll (@) increased in the
150 mM L stressed plants inoculated with the P7 and P15 strains. Our results agree
with several previous studies reporting that bacterial inoculation increases chlorophyll
in leaves [55-57].

Proline content

For the present study, the results obtained show that proline accumulates in Vicia faba
plants in proportion to the NaCl treatment concentrations, as recorded in the presence
and absence of the P1, P7, and P15 bacterial inoculation, there was a higher proline
content in plants exposed to salt stress than in plants not stressed by salinity. These
results are consistent with those of several authors, who observed an increase in proline
[58,59]. The accumulation of proline in plants is an indicator of general stress tolerance
or salinity tolerance, as it maintains osmotic adjustment and protects intracellular
macromolecules against dehydration and also serves as a hydroxyl radical scavenger
[60,61]. Proline accumulation is one of the most frequently reported modifications
induced by hydric and salt stress to plants and is often considered to be involved in
stress resistance mechanisms. Proline accumulation is a sensitive physiological index of
plant response to salt stress and other stress [62]. It is also one of the adaptive strategies
triggered by the plant against environment constraints [63]. Under salt stress, plants
accumulate some organic components (such as proline and soluble sugar) and inorganic
ions in order to maintain higher osmotic adjustment [64].

© The Author(s) 2019 Published by Polish Botanical Society Acta Agrobot 72(4):1794 7 of 13

222



ANNAXES

It has also been found that in inoculated plants, proline is higher than in noninoculated
plants, under saline a nonsaline treatment, which explains the effect of bacterial inocula-
tion on proline accumulation and consequently on plant tolerance to different stresses.
The leaf proline levels increased in response to inoculation with microorganisms [65].
Proline accumulation was significantly lower for noninoculated plants and significant
proline accumulation was found in the leaves of plants inoculated with Piriformospora
indica. Azospirillum can also accumulate proline and glutamate in response to NaCl
and limit the influx of Na* in roots [66]. An increase in proline and total soluble sugars
was observed in plants treated with PGPRs, which have probably led to a significant
contribution to the promotion of plant growth under salt stress, by increasing several
metabolic defense strategies [65], and several authors have confirmed the effect of
bacterial inoculation on proline increase under saline conditions [67-69].

Na'/K* ratio

Salinity causes an increase in Na* concentration and a decrease in K*, which reduces
the K*/Na* ratio in proportion with the increase in salt stress; the reduction in K* con-
centration in plants under salt stress may increase the deleterious effects of salinity on
growth and yield [70]. High NaCl concentrations in the soil solution may decrease the
K*/Na* and Ca**/Na* ratios in plants, which would then be more susceptible to osmotic
and specific ion alterations as well as nutritional disturbances, which consequently
lead to yield and quality reduction [71,72]. Salinity increased foliar Na* and Ca®* con-
centrations and decreased K* in the leaves of lettuce [4]. Na* exclusion and K* influx
are the most important plant strategies for relieving salt stress [73-75]. These results
are consistent with those obtained in the present experiment, where we observed that
saline treatments induce a significant increase in Na* concentration and a decrease in
K* in inoculated and noninoculated plants; a significant reduction in the K*/Na* ratio
under saline treatments in the presence and absence of inoculation was also noted.

Compared with noninoculated plants, inoculation with the P1, P7, and P15 strains
caused a decrease in Na* concentration in plants treated with 0 and 100 mM L' NaCl
solutions, and therefore a reduction in the K*/Na' ratio. This indicates an improved
effect of inoculation with the selected bacterial strains on the reduction in the salt
stress effect, this osmotic regulation is achieved by reducing the level of Na* toxic
ion availability in plants. Inoculation with exopolysaccharide-producing bacteria can
reduce Na' influx in plant roots [76]. Inoculation with Bacillus subtilis GB03 could
also improve the level of salt tolerance in Arabidopsis thaliana by regulating the HKT1
potassium transporter [77]. Inoculation with PGPR strains helps to relieve salt stress
by the induction of certain genes and polypeptides, or regulation of the HKT1 potas-
sium transporter [78]; PGPRs affect HKT1, which has an effect on the adjustment of
the Na* and K* levels, it has also been suggested that PGPR increases the uptake of
mineral ions by plants, via proton pump ATPase stimulation [79]. Ashraf et al. [76]
found that Na* accumulation in wheat decreases in the presence of PGPRs, improved
exopolysaccharide (EPS) production by PGPRs can help plants tolerate salt stress by
reducing the availability of Na* ions at the root level. A decrease in Na* availability can
alleviate salt stress for wheat and cotton plants [76,80,81].

Conclusion

This study aimed to investigate the role of rhizobacterial Pseudomonas inoculation in
the clearance of salt stress effects on the growth and physiology of V. faba. The results
showed that the 100 and 150 mM L' saline treatments induced a regression in the
fresh weight of V. faba plants inoculated with P1, P7, and P15 and the noninoculated
plants. In the absence of bacterial inoculation, the optimum content of total chloro-
phyll releasable is linked to treatment with 100 mM L' of NaCl, whereas treatment
with 150 mM L' reduced the total chlorophyll content. Proline also accumulates in
V. faba plants in proportion to the saline concentration in the presence and absence
of bacterial inoculation. Saline treatments induced a significant increase in Na* and
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a decrease in K* in inoculated and noninoculated plants. We also noted a significant
reduction in the K*/Na* ratio under saline treatments in the presence and absence
of bacterial inoculation. However, inoculation with strains P1, P7, and P15 caused a
decrease in Na* in plants treated with 0 and 100 mM L' NaCl, this increased the K*/

Na*

ratio, indicating that inoculation by selected bacterial strains improves the tolerance

of plants to salinity. This study is provides insights into the effect of salinity on plant
growth and its complications.
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Oddziatywanie niektdrych bakterii ryzosferowych Pseudomonas na wzrost i parametry
fizjologiczne roslin bobu (Vicia faba) w warunkach zasolenia

Streszczenie

Oddzialywanie stresu solnego na wzrost i rozwoj roélin jest zréznicowane. Wynika bowiem
zaréwno z wplywu zasolenia na potencjal wodny, fotosynteze i pobieranie skladnikéw pokar-
mowych jak i zmian w procesach fizjologicznych i biochemicznych. Oddzialywanie bakterii
promujacych wzrost roslin (PGPR), szczegdlnie jako czynnikéw wzmacniajacych wzrost i rozwoj
roslin w warunkach zasolenia, nalezy do coraz czgsciej podejmowanych tematéw badawczych.
Gloéwnym celem badan bylo okreslenie reakgji roslin bobu w warunkach zasolenia i ocena roli
wyselekcjonowanych izolatow Pseudomonas spp. w poprawie tolerancji roélin na stres solny.
W badaniach wykorzystano trzy izolaty Pseudomonas spp. (otrzymane odpowiednio: P1 i P7
z gleby zasolonej i P15 z gleby spod uprawy winorosli). Roéliny Vicia faba (OTONO) inokulo-
wano wymienionymi izolatami, a nastepnie podlewano roztworem NaCl w dwéch stezeniach,
tj. 100 i 150 mM L' oraz wodg bez NaCl. Wykazano, ze zasolenie obnizylo wielko§¢ $wiezej
masy roslin, catkowita zawarto$¢ chlorofilu i stosunek jonéw Na*/K*, ale zwiekszyto akumulacje
proliny zaréwno w inokulowanych jak i nieinokulowanych roslinach. Traktowanie roslin V. faba
izolatami P1, P7 i P15 znacznie zwigkszylo produkcje Swiezej biomasy w obecnosci i przy braku
stresu solnego oraz pozytywnie wplynelo na akumulacje proliny i stosunek Na*/K*. Rosliny
inokulowane zawiesing bakterii Pseudomonas spp. charakteryzowaly sie wigkszg catkowity
zawarto$cig chlorofilu we wszystkich kombinacjach do$wiadczalnych z uzyciem roztworu soli
w poréwnaniu do kombinacji kontrolnej. Sposréd badanych Pseudomonas spp. izolat P1 byt
najbardziej efektywny.
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