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Résumé

Les PGPR sont des bactéries du sol qui peuvent stimuler la croissance des plantes de fagon
directe ou indirecte en fournissant des substances qui sont habituellement en quantité limitée
dans le sol. Pour I’objectif d’apprécier la croissance et la détermination de quelques activités
des Rhizobacteérie sous stress salin telle que la solubilisation du phosphate et la production de
I’acide indole acétique (AIA). Cing isolats bactériens isolés a partir du sol salin dans la
région de Relizane ont été testés. La croissance de ces isolats sur bouillon nutritif appréciée
par la mesure du trouble a des concentrations de sel allant de 0 a 500 mM révéle une bonne
tolérance jusqu’a 500mM avec des taux élevés entre 200 et 300 mM du NaCl. La quantité de
phosphore libéré par ces bactéries se traduit par une forte solubilisation avec des
concentrations modérées de sel, et une diminution de la quantité de phosphate solubilisé au-
dela du 400mM du NaCl. Le maximum de production de I’AIA a été enregistré chez la souche
Ss en absence de sel 87,295 + 2,033% ug/ml, puis elle a diminué graduellement en présence du
NaCl. La souche Ssaété la plus performante ou elle a pu solubiliser le phosphate et produire
I’AIA avec les quantités les plus élevées (941,619 + 79,248% pg/ml, 87,295 + 2,033% ug/ml)
respectivement.

Mots clés : Rhizobactérie, AlA, la solubilisation du phosphate, stress salin



Abstract

PGPR are soil bacteria that can stimulate plant growth directly or indirectly by supplying
substances that are usually in limited quantities in the soil. For the purpose of assessing the
growth and determination of some activities of rhizobacteria under salt stress such as
phosphate solubilization and production of indole acetic acid (IAA). Five isolated bacterial
isolates from saline soils in the Relizane region were tested. The growth of these isolates on
nutrient broth appreciated by the extent of the disorder to salt concentrations ranging from 0
to 500 mM revealed good tolerance up to 500 mM with high rates between 200 and 300 mM
NaCl. The amount of phosphorus released by these bacteria leads to a strong solubilization
with moderate salt concentrations, and a decrease in the amount of dissolved phosphate in
excess of 400 mM NaCl. The maximum production of AIA was recorded in the S5 strain in
the absence of salt 87.295 + 2,033a mcg / ml, then decreased gradually in the presence of
NaCl. The S5 strain was the most efficient, that she was able to solubilize phosphate and
produce AIA with the highest amounts (941.619 + 79,248a mcg / ml, 87.295 + 2,033a mcg /
mL), respectively.

Key words: Rhizobacteria, IAA, phosphate solubilization, salt stress.
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Introduction :

La croissance des plantes est fortement influencée par de nombreux facteurs biotiques
et abiotiques. La salinité est 1’un des facteurs abiotiques majeurs limitant la productivité des
plantes et par conséquent la production agricole. Dans le monde, plus de 800 millions
d'hectares de terres sont touchés par des niveaux de sel qui pourrait sensiblement réduire la
productivité des cultures (Munns et Testeur, 2008), en Algérie, 3.2 millions d’hectares de
terres agricoles sont menacés par la salinité (Belkhodja et Bidai, 2004), cette salinisation est
surtout rencontrée dans les zones arides et semi arides du pays.

Dans la plupart des sols salins, le chlorure de sodium est I'espece de sel le
prédominant, et son effet peut étre observé par une diminution de la croissance, de la
productivité et de la mort de la plante (Munns et Tester, 2008). La salinité du sol provoque le
stress a la plante par deux fagons : (1) rendant lI'absorption d'eau par les racines plus difficiles,
et (2) provoquant la toxicité de la plante via I'accumulation de concentrations élevées de sel
dans la plante (Munns et Testeur, 2008). Plusieurs procédés biochimiques peuvent étre
affectés par la salinité, y compris la synthese des protéines, la photosynthese, et le
métabolisme des lipides (Parida et Das, 2005). Cependant, la plupart des plantes possedent
plusieurs mécanismes pour diminuer les effets négatifs de la salinit¢ y compris la
réglementation et la compartimentation d'ions, la synthése de solutés compatibles, I'induction
des antioxydants, des enzymes, des hormones végétales, et des changements dans la voie de
photosynthése (Cheeseman, 1988 ; Parida et Das, 2005).

Plusieurs stratégies ont été développées afin de diminuer les effets toxiques causés par
une salinité élevée sur la croissance des plantes, y compris génie génétique des plantes (Wang
et al., 2000), et récemment, l'utilisation de Rhizobactéries favorisant la croissance des plantes
(PGPR) (Dimkpa et al., 2009).

Les PGPR sont généralement définis comme des microorganismes qui peuvent se
développer dans, sur, ou autour de tissus végétaux, et stimuler la croissance des plantes par
une variété des mécanismes (Vessey, 2003). Ces mécanismes et leurs effets peuvent étre
classés comme direct ou indirect. Les mécanismes directs sont associés a une augmentation de
la disponibilité des nutriments et comprennent la fixation biologique de l'azote (BNF)
(Graham et Vance, 2000), la solubilisation du phosphate (Rodriguez et al., 2007),
production de sidérophores (Neilands, 1993), et la synthése des hormones de la plante telles

que l'indole, cytokinines ou gibbérellines (Costacurta et Vanderleyden, 1995). Les




mécanismes indirects induisent la croissance des plantes par la protection des plantes contre
les pathogenes.

Différents mécanismes indirects telles que la résistance systémique induite, la
production de composés antimicrobiens et la concurrence pour les éléments nutritifs et les
sites de colonisation par des agents pathogénes ont éte décrit (Kloepper et al., 2004).
L'utilisation de PGPR est devenue un promettant alternative a atténuer le stress des plantes
provoquée par la salinité (Fu et al., 2010 ; Mayak et al., 2004 ; Shilev et al., 2010)

Le nombre d'espéces bactériennes identifiées comme PGPR a augmenté récemment en
raison de nombreuses études portant sur une large gamme d'especes végétales et sur les
progrés réalisés en matiére de taxonomie bactérienne ainsi que sur les progrés développés
dans la compréhension des différents mécanismes d'action de ces rhizobactéries. A I'heure
actuelle, les PGPR incluent des taxons bactériens tres divers (Ashraf et al., 2008). Un nombre
tres important de bactéries incluant des espéces de Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter,
Klebsiella, Enterobacter, Alcaligenes, Arthobacter, Burkholderia, Pantoea, Bacillus et
Serratia ont montré une capacité d’améliorer la croissance de la plante (Kloepper et
Beauchamp, 1992 ; Glick, 1995).

Les objectifs de ce travail découlent naturellement de ces acquis. Il s’agit a travers la
présente étude d’évaluer la tolérance des isolats au stress salin puis 1’évaluation de quelques

activités liées a la PGP en présence du sel.




Chapitre 1: Le stress salin Partie 1 : Revu bibliographique

1. Lasalinite du sol :

Plusieurs auteurs ont defini la salinité des sols comme étant la présence de
concentration excessive de sels solubles, ou lorsque les concentrations en Na, Ca, Mg sous
formes de chlorures, carbonates, ou sulfates sont présentes en concentrations anormalement
élevées (Asloum, 1990).

La salinité est actuellement un des facteurs qui affectent en grande mesure la fertilité
et la productivité des sols, en diminuant le rendement des cultures, en particulier dans les
zones meéditerranéennes ou biens dans celles ou les cultures dépendent de I’irrigation
(Middleton et Thomoa, 1992). Elle constitue un facteur limitatif majeur de la productivité
agricole, ces charges en sels soumettent les plantes a un stress permanent (Gupta et Abrol,
1990).

2. Origine des sols salés :

D’aprés Cherbuy (1991), la salinisation d’un milieu, implique la présence d’une
source de sels qui peut étre naturelle, déenommeée primaire, et une salinisation anthropique,
généralement liée a I’irrigation, que I’on appellera secondaire.

2.1. Salinisation primaire :

La Salinisation primaire liée a la présence naturelle relativement concentrée de sels a
travers un long processus naturel de dégradation des roches salines et des apports éoliens des
sels des mers et océans (Stengel et al., 2009).

2.2. Salinisation secondaire :

Le phénoméne de la salinisation secondaire li¢ a 1’irrigation constitue une menace
particulierement grave mais tres difficile a évaluer de maniére correcte (Stengel et al., 2009).
Cette salinisation liée a I’irrigation se traduit par une accumulation de sels avec des effets sur
les propriétés chimiques, physiques (dispersion des argiles, instabilité de la structure) et
biologiques (effet sur le développement des plantes par la pression osmotique (Cheverry et
Rbert, 1998).

3. Stress chez les plantes :

On appelle stress toute pression exercée par un parametre, perturbant le
fonctionnement habituel de la plante. Certains physiologistes qui étudient les stress estiment
que ce concept est trop restrictif, parce qu’il suscite des questions sur les mécanismes
adaptatifs qui permettent la croissance de plantes dans des environnements qui pourraient étre

considérés comme stressants. Par ailleurs, la réponse des plantes dépend, entre autres, de ces
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paramétres environnementaux, (le type de contrainte, son intensité et sa durée) et génétiques
(espéce et génotype) (Hopkins, 2003).
3.1. Types de stress :

La plante et la plupart de ses cellules sont directement exposées aux changements des
conditions environnementales qui peuvent étre de deux natures distinctes :
3.1.1. Stress biotique :

Ce terme représente la totalité des paramétres physico-chimigques ou biologiques qui
découlent de I’existence de ’action des étres vivants. Les facteurs biotiques caractérisent donc
I’ensemble des influences qu’exercent les étres vivants entre eux et sur leur milieu (Ramade,
2003).

3.1.2. Le stress abiotique :

Il est di principalement a des facteurs environnementaux comme la sécheresse, les
températures extrémes, excés d’eau et la salinité (Hopkins, 2003).
3.1.2.1. Le stress hydrique :

Il est provoqué par un déficit en eau constituant une menace permanente pour la survie
des plantes, néanmoins, beaucoup d’entre elles produisent des modifications morphologiques
et physiologiques qui leurs permettent de survivre dans les régions de faible pluviosité dont la
teneur en eau des sols est peu élevée (Hopkins, 2003).
3.1.2.2. Le stress salin :

Le stress salin est défini comme une concentration excessive en sel. Le terme stress
salin s’applique surtout a un excés des ions, en particulier Na+ et CI" (Hopkins, 2003). La
salinité¢ des sols constitue 1’'un des principaux stress abiotiques limitant la croissance des
plantes cultivées. Cette salinité peut étre naturelle ou induite par les activités agricoles comme
I’irrigation ou I’utilisation de certains types d’engrais (Jabnoune, 2008).

Actuellement, sur 1.5 milliard d’hectares de terre cultivée dans le monde, environ 77
millions d’hectares (5%) sont affectés par la teneur excessive en sel. Ce chiffre ne cesse
d’augmenter d’une année a ’autre a cause de la mauvaise qualité de 1’eau d’irrigation (
R’him et al., 2013).

4. L’effet de la salinité sur la physiologie de la plante :

La salinité est I'un des facteurs limitant pour la croissance des plantes. Les effets de la
salinité sont : l'arrét de la croissance, le dépérissement des tissus sous forme de nécroses
marginales, suivi par une perte de turgescence, par une chute des feuilles et finalement par la

mort de la plante (Zid, 1982). La salinite provoque le plus souvent un retard dans le
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développement (Gill, 1979 ; Elmekkaoui, 1990 ; Boukachabia, 1993) et d'une maniére
générale la hauteur, le diamétre des tiges des différentes espéces, ainsi que la grosseur des
fruits, (Khan et al., 1997 ; Bouaziz, 1980).

4.1. Effet de la salinité sur la germination :

Le stade plantule est le plus altérable dans le cycle de vie de la plante, et c’est la
germination qui détermine le temps et le lieu pour que la croissance de la plantule ébauche.
Ce stade de germination est souvent limité par la salinité du sol et se montre le plus sensible
que les autres stades (Said et al., 2011).

Selon Rejili et al., (2006), les semences répondent au stress salin, en réduisant le
nombre total des graines germées et en accusant un retard dans I’initiation du processus de la
germination. Parmi les causes de ’inhibition de la germination en présence de sel, la variation
de I’équilibre hormonal.

4.2. Effet de la salinité sur la croissance et le développement :

La réponse immédiate du stress salin est la réduction de la vitesse de 1’expansion de la
surface foliaire et cette expansion s’arréte si la concentration du sel augmente (Wang et Nil,
2000), le stress salin résulte aussi dans la diminution de la biomasse séche et fraiche des
feuilles, tiges et racines (Chartzoulakis et Klapaki, 2000).

4.3. Effet de la salinité sur la biochimie de la plante :

Dans les conditions salines, il y a un changement dans le modele d’expression des
génes et des changements qualitatifs et quantitatifs dans la synthése. Le stress salin induit une
perturbation de la composition lipidique et protéique au niveau de la membrane cellulaire,
affectant ainsi sa stabilité (Alem et Amri., 2005).

Aspinal et Pale (1981) signalent que la proline est I’acide aminé le plus caractérisé des
plantes soumises au stress salin. L’importance de la proline comme indicateur aux agressions
semble jouer un role dans le maintien des pressions sol-vacuole, mais aussi dans la protection
des membranes et des systémes enzymatiques, ainsi qu’un régulateur de pH. (Alem et Amri,
2005).

4.4, Effet de la salinité sur le métabolisme de I’azote :

La nitrification est aussi touchée par la salinite. En effet, la vitesse d’oxydation
biologique de I’ammonium est ralentie en fonction du degré de salinité dans le sol ; il est de
méme de la vitesse d’apparition des nitrates NO3', I’oxydation de I’ammonium est totalement
inhibée en présence de salinité excessive, et il n’y a pas apparition de nitrate NO3". (Salam.,

2004).
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4.5. Les effets de la salinité sur le rendement des plantes :

Les effets de la salinité se manifestent principalement par une diminution de la
croissance de I’appareil végétatif, caractérisé par la faible ramification, le faible diamétre des
organes, le nombre réduit des nceuds et les réductions du nombre des feuilles et de la longueur
de la tige et par conséquent I’augmentation du rapport racine/tige. Une baisse des poids de
matiere fraiche et seche est aussi démontrée (Rush et al., 1981).

La salinité provoque le plus souvent un retard dans le développement (Gill, 1979 ;
Elmekkaoui, 1990 et Boukachabia, 1993) et d’une maniére générale la hauteur, le diamétre
des tiges des différentes espéces, ainsi que le gosseur des fruits, diminues d’une fagon
importantes avec 1I’augmentation de la salinité¢ (Khan et al., 1997).

5. la repense de la plante au stress salin :

Deux grandes stratégies de résistance au sel étaient connues chez les plantes : limiter
I'entrée de sodium au niveau des racines ou séquestrer le sodium au niveau des feuilles
(Berthomieu et al., 2003). La tolérance de la salinité est I'nabilité des plantes a croitre et
compléter leur cycle de vie sur un substrat contenant une forte concentration de sel soluble.
Les plantes développent un nombre important de mécanismes biochimiques et cellulaires pour
faire face au stress salin.

5.1. La regulation ionique et compartimentation :
5.1.1. La compartimentation vacuolaire :

Consiste a évacuer du cytoplasme les ions Na* en excés vers la vacuole afin d’éviter
leur effet toxique et inhibiteur a I’encontre des processus enzymatiques (Flowers et al., 1977).
Ce mécanisme de compartimentation vacuolaire est assuré par l’action d’un antiport
vacuolaire sodium/proton (Na'/H") dont 1’énergie est fournie par les pompes a proton
ATPases.

Mais en réalité, du fait de I’existence des autres cations dans la cellule, I’accumulation
de sodium dans la vacuole est réalisable contre son gradient de concentration seulement 4 a 5
fois plus élevé (Hanana et al., 2009). Ainsi, grace a ce processus de compartimentation de
sodium au sein de la vacuole, la cellule parvient a maintenir une faible concentration de
sodium dans le cytoplasme, minimisant ainsi son effet toxique, et d’autre part, I’augmentation
concomitante de la concentration de sodium dans la vacuole va engendrer une forte pression
osmotique qui va favoriser I’absorption d’eau et donc améliorer la turgescence des cellules

(Glenn et al., 1999 ; Apse et Blumwald, 2007).



Chapitre 1: Le stress salin Partie 1 : Revu bibliographique

5.1.2. Exclusion des ions toxiques :

L’autre stratégie permettant aux plantes de survivre en condition de stress salin
consiste a exclure le sodium du cytoplasme vers I’extérieur de la cellule. Dans ce cas, les
plantes limitent I’entrée des éléments salins et les rejettent dans le compartiment
apoplasmique (Blumwald et al., 2004 ; Munns 2005). La régulation qualitative et
quantitative du transport des ions permet de maintenir la concentration ionique dans une
gamme de valeurs compatibles avec un métabolisme cellulaire normal. L’exclusion
commence avec la sélectivité de la membrane racinaire, ce qui peut résulter d’une réduction
de la perméabilité passive, de la présence de transporteurs sélectifs et d’un transport vers le

milieu extérieur des ions déja absorbés (Apse et Blumwald, 2007).

5.2. Biosynthese de solutés compatibles :

Pour adapter 1’équilibre ionique dans la vacuole, le cytoplasme accumule des
composés de petite masse moléculaire nommes solutés (Zhifang et Loescher, 2003) parce
que le point commun chez ces derniers est que ces composés peuvent étre accumulés a des
taux éleves sans perturber la biochimie intracellulaire (Bohert et Jensen, 1996). Ces solutés
compatibles comprennent principalement :

5.2.1. Laproline:

Les teneurs en proline s’accroissent rapidement chez de nombreuses mono- ou di-
cotylédones soumises a un stress salin (Yoshiba et al., 1999 ; Rhodes et al., 2002 ; Silva-
Ortega et al., 2007). Cette augmentation de la concentration de proline cytoplasmique est
consécutive a la stimulation de sa synthese, résultant d’une élévation des quantités des
messagers codant pour I’enzyme qui convertit le glutamate semi-aldéhyde en proline. Il existe
deux voies de biosynthése de la proline chez les plantes, celle de I’ornithine et celle du
glutamate. Cette derniere semble étre prédominante sous conditions de stress (Silva-Ortega et
al., 2008).

La proline agit en tant que composé soluble compatible dans I’ajustement osmotique
pouvant atteindre de fortes concentrations sans exercer d’effet toxique comme le cas des ions
(Yancey et al., 1982 ; Silva-Ortega et al., 2007). En plus du r6le osmotique attribué a la
proline, celle-ci intervient dans la détoxication des formes actives d’oxygene (Hong et al.,
2000 ; Kocsy et al., 2005) et la stabilisation des protéines (Ashraf et Foolad, 2007 ;
Majumder et al., 2010), protégerait I’intégrité de la membrane plasmique (Mansour, 1998)
et constituerait une source de carbone et d’azote (Ahmad et Hellebust, 1988 ; Peng et al.,
1996; Sairam et Tyagi, 2004).
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L’accumulation de la proline chez diverses espéces de plantes stressées a été corrélée a
leur capacité de tolérance, et sa concentration est généralement plus élevée chez les plantes
tolérantes que les plantes sensibles (Ashraf et Foolad, 2007).

5.2.2. La glycine bétaine :
Les glycines bétaines qui ont la particularité d’étre méthylées, sont issues soit de la
proline, soit d’autres acides amineés. Elles interviennent au niveau de I’ajustement osmotique,

de I’osmoprotection et de la protection des enzymes (Gorham, 1992).

La glycine bétaine est principalement présente au niveau des chloroplastes ou elle joue
une fonction vitale dans la protection des membranes thylakoides et par conséquent dans le
maintien de [I’efficience photosynthétique (Ashraf et Foolad, 2007), et aussi dans
I’osmoprotection en stabilisant les macromolécules et en préservant les membranes sous stress
(Yancey, 1994 ; Naidu 2003 ; Majumder et al., 2010).

Certaines plantes cultivées accumulent aussi ce composé lorsqu’elles sont soumises a
un stress salin ; c’est le cas de I’épinard, du tournesol, du blé, de I’avoine et du mais
(Levigneron et al., 1995 ; Ashraf et Foolad, 2007).

5.2.3. Sucres et dérives :

Plusieurs études physiologiques ont démontré que I’accumulation des sucres et des
polyols, principalement suite a I’hydrolyse de I’amidon (Hoekstra et al,. 2001 ; Phillips et
al., 2002), etait stimulée par un stress salin chez différentes espéces végétales (Gilmour et al,.
2000 ; Streeter et al., 2001 ; Taji et al,. 2002 ; Bartels et Sunkar, 2005 ; Majumder et al.,
2010).

Une forte corrélation a été établie entre I’accumulation des sucres et le niveau de
tolérance a la salinité (Gilmour et al., 2000 ; Streeter et al., 2001 ; Taji et al,. 2002 ; Bartels
et Sunkar, 2005). Les nombreux cas ou sont décelées des accumulations de sucres
(saccharose) ou de leurs deérivés alcools, tels que les polyols, le mannitol, le sorbitol et le
tréhalose (Phillips et al,. 2002 ; Sairam et Tyagi, 2004), s’accompagnent aussi de
I’augmentation de composés aminés (Cushman, 2001). L’augmentation de la concentration
des polyols entraine une augmentation du potentiel osmotique du cytoplasme, ce qui permet
une plus grande compartimentation de sodium dans la vacuole. De plus, ces polyols agissent
en tant qu’osmoprotecteurs des membranes et des protéines, probablement en éliminant les

radicaux libres d’oxygene (Bohnert et Jensen, 1996). lls peuvent également servir de source
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de carbone pendant la peériode de stress durant laquelle les photosynthétats sont peu
disponibles (Vernon et al., 1993).

Le mannitol est la forme réduite du mannose. Ce sucre alcool un sucre qui sert comme
soluté soluble pour faire face au stress salin (Zhifang et Loescher, 2003).
5.3. Induction des enzymes antioxydantes :

Le stress salin est complexe et implique un déficit hydrique a cause des effets
osmotiques sur une large variété d’activités métaboliques (Cheeseman, 1988). Ce déficit
hydrique conduit a la formation des especes réactives d’oxygéne (ROS) comme le
superoxyde, le peroxyde d’hydrogéne (H,0,), le radical hydroxyl (O'H) (Elstner, 1987). Les
especes d’oxygenes cytotoxiques activées peuvent perturber sérieusement le métabolisme a
travers un dommage oxydatif des lipides, des protéines ou des acides nucléiques (Linn,
1988). Les plantes se défendent contre ces especes réactives de 1’oxygene avec 1’induction
des activités de certaines enzymes antioxydantes comme la catalase, peroxydase, glutathion
réductase et le superoxyde dismutase ce qui €limine les ROS.

5.4. Induction des hormones vegétales :

La concentration élevée du sel déclenche une augmentation dans les taux des
hormones végétales, comme I'ABA et les cytokinines (Vaidyanathan et al., 1999). L’acide
abscissique est responsable de I’altération des génes induits par le stress salin. Il s’est avéré
que I’ABA vient alléger I’effet inhibiteur du NaCl sur la photosynthése, la croissance et la
translocation des assimilats (Popov et al., 1995). L'ABA favorise la fermeture des stomates en
changeant le flux des ions dans les cellules de gardes sous les conditions de stress salin. Il a
été démontré que I’augmentation de ’absorption de Ca?* est liée a I’augmentation de I’ABA
dans le cas du stress salin et donc contribue au maintien de 1’intégrit¢ membranaire en
diminuant ’accumulation de 1’ion toxique CI” dans les feuilles, ce qui permet aux plantes de
réguler I’absorption et le transport dans le cas d’exces de la salinité a long terme (Chen et al.,
2001).

5.5. Les polyphénols :

Les polyphénols constituent un groupe de substances variées et ubiquistes (Hopkins,
2003 ; George et al., 2005). Chez les plantes, la synthése et I’accumulation des polyphénols
est généralement stimulées en tant que réponse des stress tell que la salinite (Naczk et
Shahidi, 2004 ; Dixon et Paiva, 1995 ; Navarroet et al., 2006). Les composés phénoliques
participent dans le processus de défense contre les ROS (espéces réactives a 1’oxygeéne) qui

sont produites lors du métabolisme photosynthétique établie sous les stress environnementaux
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(Sreenivasulu et al., 2000). L’augmentation de la concentration des polyphénols dans les

tissus est une réponse de I’augmentation de la salinit¢ indique 1’induction du métabolisme

secondaire qui est une méthode de défense adoptée par les plantes face au stress salin mais
réduit la production de la biomasse (Kate, 2008 ; De Abreu et Mazzafra, 2005).
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1. L activité microbienne de la rhizosphére :

L’influence des racines vivantes s’exerce bien au-dela de la surface immédiate de la
racine, elle s’étend dans une région du sol nommée rhizosphére. L’une des principales
manifestations de cette influence est I’établissement de nombreuse association entre les
racines et les microorganismes (Hopkins, 2003).

La rhizosphére est la zone du sol située pres des racines et caractérisée par une activité
microbiologique intense. C'est un environnement écologique dynamique ou les
microorganismes et les plantes interagissent pour I'exploitation des micros et macronutriments
du sol présent en quantité limitée (Gholami et al., 2012). C'est également un environnement
caractérisé par un volume trés élevé de substances racinaires favorisant une grande population
microbienne (Miransari, 201l). La microflore du sol est composée de différents types de
microorganismes tels plusieurs genres bactériens fixateurs d'azote et des mycorhizes. Ceux-ci
peuvent jouer un role de stimulation de croissance par l'apport d'éléments nutritifs et de
protection des pathogenes environnants (Amarger, 2002).

1.1 La rhizosphere

Plus précisément, la rhizosphére comporte trois grandes composantes qui interagissent
ensemble : la rhizosphere sol, la rhizoplane et les racines (Barea et al., 2005). La rhizosphére
sol est la zone du sol influencée par les racines due a la libération de substrats qui influence
I'activité microbiologique (Barea et al., 2005). Ainsi, durant leur croissance, les racines
libérent activement ou passivement une gamme de composés organiques, surtout des hydrates
de carbone tels que galactose, glucose, fructose, mannose, xylose et arabinose, des acides
carboxyliques et des acides aminés (Chaboud, 1983). Deuxiémement, la rhizoplane que
plusieurs études ont démontré que les microorganismes du sol interagissent avec les racines
des plantes et les constituants du sol a l'interface entre les racines et le sol (Barea et al., 2002
; Bowen et Rovira., 1999 ; Glick, 1995 ; Kennedy, 1998 ; Lynch, 1990 ; Linderman,
1992). Finalement, les racines font partie du systeme di au fait que certains microorganismes
sont capables de coloniser leurs tissus (Bowen et Rovira, 1999 ; Kennedy, 1998) et
influencer leur croissance.

Les interactions bénéfiques entre les plantes et les microorganismes dans la
rhizosphére sont déterminants pour la santé des plantes et la fertilité des sols (Gholami et al.,
2012). Les microorganismes du sol sont d'une grande importance dans le cycle des nutriments

et dans I'entretien de la santé et de la qualité du sol (Jeffries et al., 2003). Ils sont impliqués
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dans les activités fondamentales qui assurent la stabilité et la productivité du systeme agricole
et de I'écosystéme naturel (Barea et al., 2005).
2. Les Rhizobactéries :

Un grand nombre de microorganismes vivent dans le sol. On compte les bactéries, les
champignons, les protozoaires et les algues (Paul et Clark, 1996). Les bactéries sont les
organismes les plus nombreux et représentent en moyenne 6.10° cellules par gramme de sol et
un poids de 10 000 kg/ha équivalant a 5% du poids sec des composés organiques du sol. On
définit alors les bactéries associées aux racines des plantes comme les rhizobactéries. Celles-
ci sont généralement des souches trés compétitives capables de coloniser le systeme racinaire
riche en éléments nutritifs, tout au long du cycle de développement de la plante (Kloepper,
1993). Si la plante libere des composés organiques, a I’inverse elle préléve de 1’eau et des
éléments minéraux indispensables a son métabolisme. Les échanges entre la plante et le sol
sont influencés par les rhizobactéries et ce d’autant plus que leur densité et leur activité sont
élevées. Les rhizobactéries sont des hétérotrophes typiques, elles nécessitent donc des
composés organiques comme source d'énergie. Leurs besoins sont entierement comblés a
I'intérieur méme de la rhizosphére. Les rhizobactéries utilisent en effet de nombreux substrats
provenant de la plante : les cellules corticales et épidermales des racines qui se détachent, les
polysaccharides du mucilage racinaire, les sucres et les acides aminés et organiques des
exsudats racinaires, etc. (Campbell et Greaves, 1990). L'abondance des bactéries dans le sol
s'explique par leur multiplication rapide et leur capacité a utiliser une grande variété de
substrats comme sources d'énergie et d'éléments nutritifs (Glick, 1995).

Les microorganismes rhizosphériques incluent les symbiotes (Rhizobia,
actinobactéries et champignons mycorhiziens) et les saprophytes libres. Les microorganismes
rhizosphériques en général, et les bactéries diazotrophiques en particulier, exercent sur les
plantes divers effets. Par ailleurs, 1’association des bactéries avec les racines a des influences
importantes sur la santé de la plante, la productivité et la qualité du sol (Konate, 2007). La
colonisation des racines par les bactéries est observée depuis longtemps, mais seulement
derniérement, son importance pour la croissance et le développement des plantes est devenu
clair (Glick, 1995). La quantité et la composition des exsudats racinaires conditionnent
également la nature des activités bactériennes. Ces activités résultent de la synthése de
métabolites tels que les antibiotiques, sidérophores, substances de croissance, acide

cyanhydrique, lipopolysaccharides (Voisard et al., 1989 ; Van Peer et al., 1991).
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3. Les rhizobactéries promotrices de la croissance végeétale (PGPR) :

Les Rhizobactéries connues sous le terme PGPR stimulent directement la croissance
des plantes en augmentant le prélevement des éléments nutritifs du sol, en induisant et
produisant des régulateurs de croissance végétale et en activant les mécanismes de résistance
induite chez les vegétaux. Elles stimulent indirectement la croissance des végétaux par leur
effet antagoniste sur la microflore néfaste, en transformant les metabolites toxiques et en
stimulant la nodulation des Iégumineuses par les Rhizobia. L'établissement de I'association
PGPR-plante est primordial pour I'expression des effets bénéfiques. Les rhizobactéries sont
les bactéries ayant la capacité de coloniser les racines de fagon intense. Les bactéries non
symbiotiques répondant a cette definition appartiennent a différents genres et espéces dont les
plus étudiés sont : Agrobacterium radiobacter, Azospirillum sp, Bacillus sp, Pseudomonas sp
(Hallmann et al., 1997).

4. Mode d’action des PGPR :

De nombreux groupes de recherche travaillent sur les PGPR afin d’¢élucider leurs
modes d’action. Les effets bénéfiques des rhizobactéries sur la croissance végétale résultent
de différents mécanismes exercés par les PGPR dont les modes d’action sont directs ou
indirects, bien que la différence entre les deux ne soit pas toujours évidente. Les mécanismes
indirects sont, en général, ceux qui se produisent en dehors de la plante, tandis que les
mécanismes directs sont ceux qui se produisent a l’intérieur de la plante et affectent
directement leur métabolisme (Cherif, 2014). Ces mécanismes pouvant étre actifs
simultanément ou séquentiellement a différentes étapes de la croissance des plantes (Figurel).
4.1. Effets directs :

Les PGPR influencent de maniere bénéfique la plante en stimulant sa croissance (voie
directe) par :

4.1.1. La fixation d’azote :

L’azote est un composant majeur non seulement pour les protéines, mais aussi pour les
acides nucléiques, les coenzymes et de nombreux autres constituants cellulaires. La capacité
de la cellule d’assimiler 1’azote inorganique est donc exceptionnellement importante. Bien
que 1’azote gazeux soit abondant dans I’atmosphére, peu de microorganismes peuvent réduire
ce gaz et l'utiliser comme source d’azote, la plupart d’entre eux doivent incorporer de
I’ammoniac ou du nitrate (Prescott et al., 2010).

Quelques bactéries fixatrices d’azote sont libres dans la rhizosphere (Achromobacter,

Acetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Azospirillum, Azotobacter, Azomonas, Bacillus,
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Beijerinckia, Clostridium, Corynebacterium, Derxia, Enterobacter, Herba spirillum,
Klebsiella, Pseudomonas, Rhodospirillum, Rhodopseudomonas et Xanthobacter) (Tilak et al.,
2006). En revanche d’autres fixatrices d’azote sont symbiotiques et fixent 1’azote seulement
en association avec certaines plantes. Il s'agit des Rhizobia (Rhizobium, Bradyrhizobium,
Sinorhizobium, Azorhizobium, Mesorhizobium, Allorhizobium) (Tilak et al., 2006 ; Gray et
Smith, 2005) associent aux légumineuses.

4.1.2. La solubilisation des phosphates :

Le phosphore existe dans la nature dans une variété de composés organiques (dérivés
de microorganismes et plantes) et inorganiques (provenant des engrais phosphatés appliquée
aux formes qui sont insolubles ou tres peu solubles (Paul et Clark, 1989). En effet, le
phosphore est un des éléments les moins solubles dans le milieu naturel, avec moins de 5% de
la teneur totale en phosphate de terre étant disponible pour les plantes (Dobbelaere et al.,
2003). Par conséquent, I'ajout d'engrais phosphatés est devenue une pratique courante dans
I'agriculture moderne.

Les microorganismes du sol sont capables de solubiliser le phosphate minéral
insoluble par la production de divers acides organiques. Cela se traduit par une acidification
du sol environnant, en libérant des ions orthophosphate solubles qui peuvent étre facilement
absorbés par les plantes. En outre, ils sont capables de solubiliser des composés organiques
phosphatés par I'action des enzymes phosphatases (Garcia et al., 1992). En effet, la principale
source d'activité de la phosphatase dans le sol est considérée comme étant d'origine
microbienne. En particulier, l'activité de la phosphatase est sensiblement augmentée dans la
rhizosphére (Rodriguez et Fraga, 1999). La solubilisation de Phosphate a souvent été citée

comme un mécanisme susceptible de favoriser la croissance végétale par les PGPR.

Un grand nombre de bactéries solubilisant le phosphate (PSB) ont été isolés de la
rhizosphere de plusieurs cultures. On a estimé que les micro-organismes de solubilisation des
phosphates peuvent constituer 20-40% de la population cultivable des microorganismes du sol
(Chabot et al., 1993). Il y a eu un certain nombre de rapports sur la promotion de la
croissance des plantes par des bactéries qui ont la capacité de solubiliser le P inorganique et /
ou organique du sol apres leur inoculation dans le sol ou graines de plantes. La production
(par ces souches) d'autres métabolites bénéfiques a la plante, comme phytohormones, des
antibiotiques, ou sidérophores, entre autres, a créé une confusion sur le role spécifique de
solubilisation phosphate dans la croissance des plantes et la stimulation du rendement
(Kloepper et al., 1989).

17



Chapitre 2 : La promotion de la croissance végétale (PGP) | Revu bibliographique

Plusieurs rapports ont examiné la capacité des différentes espéces bactériennes pour
solubiliser des composés inorganiques insolubles de phosphate tels que le phosphate
tricalcique, le phosphate dicalcique, de I'hydroxyapatite et le phosphate de roche. Parmi les
genres bactériens avec cette capacité, on a Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia,
Achromobacter, Agrobacterium, Micrococcus, Aerobacter, Flavobacterium et Erwinia. Il y a
des populations importantes de bactéries solubilisant de phosphate dans le sol et dans la
rhizosphére des plantes. Ceux-ci comprennent les deux souches aérobies et anaérobies, avec
une prévalence de souches aérobies dans les sols submergés. Une concentration beaucoup
plus élevée de bactéries de phosphate solubilisation se trouve couramment dans la rhizosphere

en comparaison avec le sol nonrhizosphére (Rodriguez et Fraga, 1999).

4.1.3. La production des sidérophores :

Les sidérophores sont des molécules capables de complexer le fer (littéralement :
porte-fer). Bien que le fer soit I'un des minéraux les plus abondants sur terre. Dans le sol, il est
indisponible pour assimilation directe par les microorganismes car lion ferrique (Fe*®),
forme prédominante dans la nature, est peu soluble (Neilands et al., 1987). La quantité de fer
soluble dans le sol est beaucoup trop faible soit environ 10™*® M & pH 7,4, pour assurer la
croissance microbienne, les microorganismes du sol sécrétent des molécules de faible poids
moléculaire (~ 400-1000 daltons) appelés sidérophores (Castignetti et Smarrelli, 1986) qui
sont des molécules capables de complexer le fer (littéralement: porte-fer) ; elles sont
sécrétées par un organisme en vue d’assurer son alimentation en fer a partir des composé€s
inorganiques quasi insoluble du fer trivalent (Gobat et al., 2010), dont ces sidérophores lient
le Fe*® avec une trés forte affinité (Castignetti et Smarrelli, 1986) et le transporte vers la
cellule microbienne ou il est repris par l'intermédiaire d'un récepteur cellulaire puis utilisé
durant la croissance microbienne (Neilands et Leong, 1986; Briat, 1992). Les bactéries
synthétisant les sidérophores lient le complexe fer-sidérophore a l'aide d'un récepteur
spécifique situé sur la membrane cellulaire externe de la bactérie (O'Sullivan et O'Gara,
1991).

La capacité des sidérophores d'agir comme agents efficaces dépend de la plante
cultivée, du phytopathogene spécifique a supprimer, de la composition du sol, de la bactérie
productrice, et de I'affinité du sidérophore spécifique pour le fer. Ainsi, méme si une PGPR
est un agent efficace suppresseur du pathogene dans des conditions contrblées, son

comportement sur le terrain est extrémement difficile a prédire (Ahmad et al., 2008).
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Les bactéries ayant un grand pouvoir de chélation du fer peuvent reconnaitre et utiliser
les sidérophores produits par d"autres souches, alors que ces dernieres ne sont pas capables
d"utiliser les sidérophores qu”elles produisent (Ahmad et al., 2008).

4.1.4. Production des régulateurs de la croissance végétale :

Chez les végétaux les processus de croissance et de développement sont contrélés par des
substances synthétisees par le végétal et efficaces a tres petites doses.
4.1.4.1. La production de phytohormones :

Les hormones végétales sont des substances chimiques de différentes natures agissant a
tres faible concentration sur la croissance et le développement des plantes (Gobat et al.,
2010). De nombreuses phytohormones sont produites par les PGPR. Bien que le réle de la
biosynthese de ces phytohormones par ces micro-organismes ne soit pas entiérement
expliquée, il est a noter que les mécanismes directs des PGPR sur la croissance des plantes
comprennent la production d'hormones telles les auxines, les cytokinines, les acides
gibbérelliques et I'abaissement du taux d'éthylene chez la plante (Costacurta et
Vanderleyden 1995 ; Glick, 1995 ; Lucy et al., 2004). L auxine est le premier régulateur de
croissance chez les végetaux. L’effet classique des auxines est de stimuler 1’élongation des

coléoptiles et des tiges. Il s’agit d’un effet sur 1’élongation cellulaire (Mazliak, 1982).

4.1.4.1.1. L acide indole acétique (AlA) :

L’acide indole acétique est ’auxine naturelle la plus largement répondue, c’est un
acide faible. En solution a pH neutre, I’AIA se présente sous sa forme dissociée, anionique. Il
est formé d’un noyau indole et d’une courte chaine latérale carbonée portant le groupement
carboxyle. C’est la seule phytohormone pour laquelle un transport actif a été clairement
démontré. Le phloéme contribue aussi au transport de 1’auxine des feuilles vers les racines. |l
fonctionne comme une molécule signal importante dans la régulation du développement des
plantes. L’AIA intervient dans les premiers stades de I'embryogeneése. Il contrdle aussi bien
I'organisation du méristeme apical, la ramification des parties aériennes de la plante
(dominance apicale), la formation de la racine principale, l'initiation des racines latérales et
adventives (rhizogénese) (Khalid et al., 2004). Les auxines agissent sur les trois réponses
cellulaires coordonnées qui sous-tendent 1’ensemble des processus de croissance chez les
plantes, a savoir la division, 1’expansion cellulaire et la différenciation (Morot-Gaudry et
Prat, 2009). Diverses espéces bactériennes posseédent la capacité de produire de I’AIA. Celle-
ci peut étre utilisée comme outil de dépistage des souches PGPR performantes (Khalid et al.,
2004). Les PGPR liberent ces auxines dans la rhizosphére comme des métabolites secondaires
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(Khan et al., 2009). Ces bactéries synthétisent et sécrétent I’AIA qui sera absorbé par la
graine ou la racine a partir du tryptophane et d'autres petites molécules présentes dans les
semences ou les exsudats racinaires (Whipps, 1990 ; Fallik et al., 1994).

4.1.4.1.2. Les cytokinines :

Les cytokinines sont des phytohormones dérivées de 1’adénine, elles jouent un role-clé
dans un grand nombre de processus physiologiques tels que le contréle de la division
cellulaires, nécessaire a la formation et la croissance des bourgeons et la croissance des tissus
en culture. Les cytokinines favorisent la croissance des racines et la différenciation, et elles
peuvent également stimuler la germination et retarder le vieillissement des feuilles (Nabors,
2008). Depuis, de nombreuses PGPR y compris Azotobacter, Azospirillum, Rhizobium,
Bacillus et Pseudomonas spp sont productrices de cette hormone (Nieto et Frankenberger,
1989 ; Timmusk et al., 1999).
4.1.4.1.3. Les gibbeérellines :

Les gibbérellines représentent une classe d’hormones qui affectent de nombreux
aspects du développement chez les plantes. Elles favorisent la germination des grains et la
croissance des bourgeons, ce sont une des catégories d’hormones impliquées dans
I’élongation des tiges et la croissance des feuilles. Les gibbérellines stimulent également la
floraison et le développement des fruits. Les gibbérellines sont également impliquées dans la
promotion de la croissance de la racine car elles régulent I'abondance des poils racinaires
(Bottini et al., 2004). La capacité des bactéries a synthétiser des substances de gibbérellines a
été initialement décrite chez les Rhizobium qui ont une influence sur le taux de cette hormone
présent dans les nodosités (Nabors, 2008).
4.1.5. Le métabolisme de I’acide Aminocyclopropane carboxylique (ACC) : (activité
ACC-Désaminase)
L’éthyléne est une hormone a tout d’abord une action sur les graines en étant capable de lever
la dormance. Elle favorise également la maturation des fruits et déclenche 1’abscission des
feuilles qui est contrdlée par une balance Auxine/Ethylene (Nabors, 2008). La migration de
I’auxine dans les tissus serait ralentie par 1’éthyléne. Son action sur la croissance se traduit par
une inhibition de I’¢longation racinaire au profit de la croissance radiale (Crozier et al.,
2000). Sur les racines, 1’application d’éthyléne induit la formation d’un chevelu racinaire. La
diminution de la teneur en éthyléne des plantes a pu étre réalisée en degradant le précurseur
direct a I’aide de I’ACC-désaminase (Stearns et al., 2005).

L’éthylene est un gaz, sa formule a 2 carbones est tres simple C,H,. 1l est synthétisé a

partir de la méthionine qui sous 1’action de la SAM-synthase donne de la S-Adenosyl- L-
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méthionine ou SAM. Ce composé intervient dans la synthése des polyamines mais permet
aussi d’obtenir de I’ACC (acide 1-Aminopcyclopropane-1-carboxylique) par une réaction
catalysée par I’ACC synthase qui fait partie du cycle de la méthionine, appelé également cycle
de Yang. La régulation de la production de 1’éthyléne est principalement dépendante de
I’ACC synthase. Des régulations peuvent cependant intervenir en aval par compétition sur
I’ACC qui est le précurseur direct de 1’éthyléne en donnant 1’a-ketobutyrate et I’ammonium
par I’ACC désaminase ou pour la synthése des polyamines. Cette voie est bien identifiée chez
les PGPR, ces derniers sont capables d’exprimer une ACC désaminase pour contrdler la
production d’éthyléne et favoriser leur interaction avec la plante (Ma et al., 2003 ; Ma et al.
2004). Une ACC désaminase d’origine bactérienne diminue la production d’éthyléne.

4.2, Effets indirects :

Les PGPR protégent les plantes contre des infections par des agents phytopathogénes par :
4.2.1. La compétition pour ’espace et les nutriments :

Dans certains cas, une réduction de la maladie peut étre associée a une colonisation
importante des racines par les bactéries bénéfiques, ce qui réduit le nombre de sites habitables
pour les micro-organismes pathogenes et, par conséquent, leur croissance (Piano et al., 1997).

Cependant, cette corrélation entre I'importance de la population de PGPR sur les
racines et la protection observee n“est, dans certains cas, pas vérifiée et ne peut donc pas étre
considérée comme une regle générale (Reyes et al., 2004). L'idée qu’une rhizobactérie a
croissance rapide pourrait éliminer les pathogenes fongiques par la compétition pour le
carbone et les sources d'énergie fut beaucoup discutée. Le PGPR doit étre présent sur les
racines en nombre suffisant pour avoir un effet bénéfique et étre capable d’instaurer une
compétition pour les nutriments dans la rhizosphere (Haas et Defago, 2005).

4.2.2. L’antibiose :

L'antibiose est une activité antagoniste provoquée par des antibiotiques, résulte de
I’activité de composants toxiques pour le pathogene (tel les phénazines ou le 2,4-
diacetylphloroglucinol) synthétisé par les populations microbiennes antagonistes.

L’antagonisme microbien résulte a la fois de la compétition qui s’exerce en particulier
pour les composés organiques du fait de la forte densité de microorganismes hétérotrophes
dans I’environnement oligotrophe que constitue le sol. Elle s’exerce également pour le fer
(Fe*™™™) qui est essentiel pour le métabolisme des plantes et des microorganismes (surtout ceux
qui sont aérobies) alors que sa biodisponibilité est faible dans les sols cultivés (Strengel et al.,
2009).
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Certaines souches de PGPR ont la capacité a dégrader les parois cellulaires fongiques a
travers la production d’enzymes hydrolytiques tels [-1,3-gluacnase, exo- et endo-

polygalacturonases, pectinolyases, cellulases et chitinases (Whippes, 2001).

4.2.3. Résistance systéemique induite : ISR (Induced Systemic Resistance)

La résistance systémique induite est une forme de résistance stimulée, spécifiqguement,
par les PGPR. Au cours des années 80, les PGPR ont surtout attiré I’attention en raison de leur
capacité a stimuler la croissance végétale (kloepper et Schroth, 1981). La possibilité que les
PGPR puissent aussi induire des effets indirects en sensibilisant la plante a se défendre contre
I’attaque microbienne. Ce concept de la résistance systémique induite (RSI) par les PGPR
trouvait sa justification au travers de certaines études biochimiques indiquant que la
protection des plantes traitées avec des PGPR était associée a des profonds changements

métaboliques (Benhamou, 2002).
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Figure 1 : Promotion de la croissance des plantes par les PGPR (Kumar, 2011).
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5. Diversité taxonomique des PGPR :

Au cours des derniéres années, le nombre des PGPR identifiées a augmenté d’une
facon significative, principalement puisque le role de la rhizosphére comme écosysteme a
gagné de I’'importance dans le fonctionnement de la biosphére et que les mécanismes d’action
des PGPR ont été suffisamment étudiés. Ces microorganismes cultivables, présentant une
diversité de genres et d’espéces, appartiennent majoritairement aux quatre phylums suivants :
Proteobacteries, Firmicutes et Actinobacteries, actuellement, de nombreux genres bactériens
incluent les PGPR (Hugenholtz, 2002).

5.1. Alpha-proteobacteria :

La classe des a-protéobactéries rassemble la majorité des protéobactéries capables de
se développer méme si la quantité de nutriments disponibles est tres faible (Tortora et al.,
2003).

Les PGPR appartenant a cette classe sont les Rhizobia d'abord classés par leur capacité
a fixer I’azote et a noduler les plantes. Ces souches peuvent se comporter comme PGPR
quand elles colonisent les racines des plantes non légumineuses dans une relation non
specifique. En effet, le genre Rhizobium contient également des souches PGPR qui plus tard
ont été considérées comme de nouveaux genres : Bradyrhizobium, Sinorhizobium et
Mesorhizobium (Sawada et al., 2003). Le genre Gluconacetobacter de la famille des
Acetobacteraceae composé de bactéries endophytes obligatoires colonise les racines, la tige et
les feuilles de la canne a sucre (Tejera et al., 2003). Les especes du genre Azospirillum
décrites dans la famille de Rhodospirillaceae sont considérées comme promoteurs de la
croissance des plantes. Les souches appartenant a ce genre se produisent sous forme de
cellules libres dans le sol ou associées aux racines, tiges, feuilles et graines principalement des
céréales et des graminées fourrageres (Baldani et al., 2005).

5.2. Béta-proteobacteria :

Dans la famille Burkholderiaceae, le genre Burkholderia forme un groupe
monophylétique qui contient diverses especes ayant des propriétés physiologiques et
écologiques variées, elles sont isolees a partir des sols et des plantes. Quelques souches ont la
capacité de fixer de facon symbiotique I'azote. Ralstonia est un genre également attribué a la
famille des Burkholderiaceae. 1l est, comme le genre Burkholderia, omniprésent (Moulin et
al., 2001).

23



Chapitre 2 : La promotion de la croissance végétale (PGP) | Revu bibliographique

5.3. Actinobacteria :

Le genre Frankia est un fixateur symbiotique d'azote. Cette capacité est une
caractéristique du genre. Ces bactéries sont associées a des plantes actinorhiziennes pionnier
de la colonisation des sols pauvres ou perturbés. D’autres Actinobacteria sont également des
promoteurs de croissance des plantes mais ne participent pas a la symbiose. Ils appartiennent
aux genres Arthrobacter, Micrococcus (Gray et Smith, 2005), Curtobacterium (Barriuso et
al., 2005) et Streptomyces (Siddiqui et Mahmood, 1999).

5.4. Gamma-proteobacteria :

Les vy-proteobacteria constituent la classe de bactéries la plus nombreuse, et
comprennent des microorganismes trés diversifiés sur le plan physiologique (Tortora et al.,
2003).

Dans la famille des Pseudomonadaceae, le genre Azotobacter est composé de bactéries
qui favorisent la croissance des plantes principalement a cause de sa capacité de fixer le
I’azote et ne pas noduler les plantes (Sturz et Christie, 2003). De plus, Pseudomonas est le
genre le plus abondant dans la rhizosphére parmi les bactéries a Gram-négatif du sol, et
I'activité PGPR de certaines de ces souches est connue depuis de nombreuses années, résultant
d’une large connaissance des mécanismes impliqués. En outre, les genres inclus dans la
famille des Enterobacteriaceae assurant la fonction de PGPR sont Citrobacter, Enterobacter,
Erwinia, Klebsiella, Kluyvera, Pantoea et Serratia (Garrity, 2005).

5.4.1. Les entérobactéries :

Dans la classe des Gammaproteobacteria se trouve notamment [’ordre des
Enterobacteriales. Cet ordre comprend trois familles : 1-famille des Enterobacteriaceae, 2-
famille des Virionaceae et 3- famille des Pasteurellaceae. Celle des Enterobacteriaceae est la
plus grande, englobe une large gamme de microorganismes dont 42 genres dans la derniere
édition de Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (Garrity, 2005).

Les genres au sein de la famille Enterobacteriaceae qui comportent des membres décrit
comme des bactéries favorisants la croissance des plantes (PGPB) sont Citrobacter,
Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Kluyvera, Pantoea et Serratia, bien que certains de ces
genres contiennent également des especes signalées comme agents pathogénes des plantes,
par exemple Erwinia carotovora. Ces genres de cette famille sont caracterisés par une taille
de 0.3-1um surl-6 um, des batonnets droits ; flagelles péritriches ou non mobiles, oxydase-

négative (Rodriguez-Diaz et al., 2008).
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Les entérobactéries ont le potentiel de contribuer au développement de systéemes
agricoles durables. En regle générale, la fonction des Enterobactéries de trois manieres
différentes : la synthése de composés particuliers pour les plantes, ce qui facilite I'absorption
de certains nutriments du sol, et empécher ou de diminuer des maladies les plantes. Les
mécanismes de mise en valeur PGPR médiée par la croissance des plantes et le rendement de
nombreuses cultures ne sont pas encore entierement compris. Cependant, les explications
possibles comprennent: la capacité a produire des enzymes essentielles, le 1-
aminocyclopropane-1-carboxylate d'éthyle (ACC) désaminase pour réduire le taux d'éthylene
dans la racine de plantes en développement, lipase et protéase et la capacité de produire des
hormones telles que l'auxine, a savoir, AIA qui sont réalisé par quelques entérobactéries tels
que Klebsiella et Erwinia (Ghodsalavi et al., 2013), la fixation de l'azote par Klebsiella
pneumoniae (Riggs et al., 2001 ; Hayat et al., 2010 ; Solano et al., 2008). L'antagonisme
contre les bactéries phytopathogenes en produisant des sidérophores et la solubilisation et la
minéralisation des substances nutritives, les phosphates minéraux en particulier par
Enterobacter, Serratia et Erwinia (Sturz et Nowak, 2000 ; Sudhakar et al., 2000 ; Mehnaz
et Lazarovits, 2006 ; Zhuang et al., 2007).

5.5. Firmicutes :

Parmi les bactéries telluriques a Gram positif, les Bacillus sont les types les plus
communs et les plus prédominants, ils représentent 95% de la flore isolée (Cherif, 2014). Ce
sont des bactéries aérobies ou aéro-anaérobies facultatives formant des endospores. Depuis la
découverte de la bactérie, la possession d'une spore a été utilisée comme une clé dans la
classification. Les caractéristiques distinctives entre les membres du genre Bacillus et les
autres bacilles sporulant sont la nature aérobie stricte ou facultative, la forme bacillaire et la
production de catalase. Le genre Bacillus a subi des changements taxonomiques
considérables, il est composé de bactéries qui favorisent la croissance des plantes
principalement a cause de ses capacités de fixation d'azote, solubilisation de phosphate et que

sont des précepteurs de fer, oxydants et réduisant le manganese (Cherif, 2014).

6. Effets des PGPR sur la croissance végetale :

Depuis les dernieres décennies, la réponse des cultures végétales a 1’inoculation par
des PGPR est étudiée dans de nombreuses expériences menées a travers le monde dans les
champs et sous serres. Sur la base des données obtenues, il est évident que l'inoculation a
entrainé des augmentations significatives des rendements de différentes cultures, sous

différentes conditions. Elles peuvent affecter la croissance et le rendement d’une large gamme
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de cultures telles que les céréales ou les légumes. Les traitements avec les PGPR augmentent
le pourcentage de germination, la vigueur des plantules, 1’émergence, le développement des
racines et des tiges, la biomasse totale des plantes, le poids des semences, la floraison précoce
et les rendements de fruits et des graines (Van Loon et al., 1998 ; Ramamoorthy et al.,
2001).

7. tolérance des PGPR au stress salin :

La productivité des plantes sur sols salins est considérablement réduite en raison de
l'activité biologique limitée due a la salinité et a la sécheresse. La croissance des
microorganismes tolérants le stress associés avec les racines des plantes peut conduire & une
meilleure fertilité des sols salins (Hallman et al., 1997). Les PGPR sont capables de s'adapter
a des conditions défavorables les rendant aptes a se développer dans une diversité
d’écosystéemes (Rangarajan et al., 2001). Par conséquent, les rhizobactéries des sols salins
sont capables de croitre a des niveaux de salinité variant entre 0 et 5% de NaCl.

Les rhizobactéries halotolérantes peuvent développer des mécanismes moléculaires
intrinséques pour survivre et croitre en vertu de 1’augmentation de la salinité (Tripathi et al.,
1998). Les bactéries appartenant aux genres Pseudomonas, Flavobacterium, Bacillus,
Azotobacter, Arthrobacter, Rhizobium, Azospirillum, Halomonas, Chromohalobacter,
Salinivibrio sont parmi les PGPR les plus dominantes dans les sols salins (Ahmad et al.,
2005).
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1. Objectif de travail :

11 s’agit a travers la présente étude d’évaluer la tolérance au sel de cinq Rhizobactéries
et leurs activités liées a la PGP sous stress salin (La solubilisation du phosphate et la
production de I'AlA).

2. Souches bacteriennes :

Dans cette étude, cing ont été utilisées. Ceux-ci ont été précédemment sélectionnés
(résultats non mentionnés) selon leur potentiel de production des activités liées a la PGP, les
isolats ont été fournis par Laboratoire de Microbiologie et Biologie Végétale (LMBV)

préalablement isolées a partir du sol salin du périmétre de la Mina wilaya de Rélizane.

3. Réactivation des souches :
Les isolats préalablement conservés dans la gélose inclinée, ont été ensemencées dans
des boites de pétri contenant la gélose nutritive, apres incubation a 30°C pendant 24 heures,

les cultures ont été utilisées pour préparer I’inoculum (Figure 2).

Incubation a 30°C / 24 h -

Figure 2 : Réactivation des souches

4. Croissances et survie des souches sous stress salin :

La tolérance des isolats au sel (NaCl) a été évaluée en bouillon nutritif. 1 ml de
I’inoculum préalablement préparé (densité optique ajusté a DOg = 0,5) a été inoculé dans
des flacons de 250 ml contenant 50 ml du bouillon nutritif puis incubées a 30° C pendant 2
jours avec agitation a 160 rpm. La croissance bactérienne a été estimée par la mesure de la
densité optique a 620 ym

L’expérience a eté faite en trois répétitions, le stress salin été appliqué par 1’ajout des
concentrations croissantes du NaCl au milieu de culture, allant de 0 mM jusqu’a 500 mM :
OmM, 100mM, 200mM, 300mM, 400mM et 500mM (Figure 3).
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Ajustement de la densité ﬂ
optique

1 ml de I’inoculum

-

| Incubation & 30°C/48h/160 rpm

Mesure de la DO a 620 nm

Figure 3: Croissances et survie des souches sous stress salin

5. Effet de stress salin sur quelques activités liées a la PGP :

Pour le but de déterminer L’effet du NaCl sur la production des substances favorisant la
croissance des plantes par les PGPR, Les isolats sélectionnés ont été testées pour leurs
capacités de solubiliser le phosphate et de produire I’ AIA sous stress salin. L’expérience a été
faite en trois repétitions, le stress salin a été appliqué par 1’ajout du NaCl au milieu de culture
avec des concentrations de 0 mM jusqu’a 500 mM.

Le principe de cette méthode consiste a mesurer la densité optique de la couleur jaune
du complexe phospho-vanadomolybdique en milieu acide.. Aprés 10 minutes, la lecture de la
densité optique a été effectuée a 430nm (Figure 7). Le phosphore soluble a été calculé a partir
de I’équation de régression d’aprés la courbe d’étalonnage préparée par une solution de
KH,PO, (Figure 4).

5.2. La production de I'AIA :

La production d'acide indole acétique (AlA) a été détectée comme décrit par Loper et

Scroth (1986). Les cultures bactériennes ont été cultivées pendant 4 jours en milieu NF
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(Krieg et Dobereiner, 1984) additionné du tryptophane a 200 mg/l et de NH,CL a 1g/l, la

culture a eté centrifugée a 6000 rpm pendant 20 min.

L’estimation quantitative de 1'AIA est effectuée en utilisant une courbe d’étalonnage
prépare par des concentrations croissantes du AlA (Sigma-Aldrich), dans un intervalle de 0 a
100 mg/l (Figure 6).
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1 - Effet du stresse salin sur la croissance bactérienne :

La tolérance bactérienne des différents isolats au stress salin a été faite en bouillon
nutritif. L’estimation de la croissance bactérienne a été effectuée par la mesure de la densité
optique a 620nm apres 48 heures d’incubation.

La croissance bactérienne estimée a des concentrations de sel allant de 0 jusqu’a 500
mM révele une bonne tolérance au sel jusqu’a 500mM avec des taux ¢€levés entre 200 et 300
mM du NaCl (Figure 8).

Le maximum de croissance de chaque isolat avec sa concentration optimal du NaCl
sont dans ’ordre : S3 (1,573+0,044%) a 200mM, S; (1,569+0,031%) a 200mM, Ss (1,545+0,031%)
a300mM, S; (1,523+0,001%) a 300mM et S, (1,442+0,021%) a 200mM (Tableau 1).

Tableau 1. Effet du sel sur la croissance bacterienne (valeur de la DO )

La salinité des sols joue un rdle majeur dans le processus de sélection microbienne
(Borneman et al., 1996). L'utilisation des Rhizobactéries vivants librement dans le sol
favorisant la croissance des plantes a recu un intérét considérable dans le monde entier
(Upadhyay et al., 2011).

Cette étude a été réalisée pour déterminer le comportement d'adaptation des
Rhizobactéries sous stress salin. La croissance de ces isolats en bouillon nutritif appréciée par
la mesure des troubles a des concentrations de sel allant de 0 a 500 mM révéle une bonne
tolérance au sel jusqu’a 500 mM, des résultats similaires sont rapportés par Hafsa et al.,
(2014), ou la croissance bactérienne augmente a des concentrations de NaCl comprises entre

100 et 400mM ce qui atteste d’une forte tolérance au sel.

2. Effet du stresse salin sur la solubilisation du phosphate
Les cing isolats ont été testés pour leur capacité de solubiliser le phosphate
inorganique sous stress salin en milieu NBRIP contenant le phosphate tricalcique Caz(POs).

comme seule source de phosphate.
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L’apparition de la couleur jaune aprés dosage de phosphore libéré a montré que tous

les isolats bactériens ont été capables de solubiliser le phosphate tricalcique (Figure 9).

En présence de concentrations croissantes du NaCl, les quantités de phosphore
solubilisé varient entre 297,048 a 941,619 ug/ml (Tableau 2). Les quantités du phosphore
libérées ont augmenté avec 1’augmentation de la concentration du NaCl jusqu’a un seuil de
300 & 400 mM selon les isolats bactériens, une faible diminution de taux de solubilisation a
été enregistrée chez tous les isolats bactériens a une concentration de 500 mM du NaCl
(Figure 10).

Un maximum de taux de solubilisation a été enregistré chez les souches Sz et S; a
une concentration de 300 mM du NaCl avec des valeurs de 853,429ug/ml et 848,286ug/ml
respectivement. Tandis que les souches S, et S, ont enregistré un maximum de solubilisation a
200 mM du NaCl avec des valeurs de 875,905ug/ml et 752,571ug/ml respectivement, la
souche Ss aété la plus performante ou elle a pu solubiliser le phosphate avec les quantités les
plus élevées a une concentration de 400 mM du NaCl avec une quantité de 941,619 pg/ml
(Tableau2).
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L'utilisation des microorganismes de la rhizosphere est le meilleur moyen biologique
pour améliorer la solubilisation du phosphate dans le sol (Pradhan et Sukla 2005 ; Singh et
al., 2011). La capacité de certains microorganismes a transformer le phosphate insoluble sous
une forme accessible est une caractéristique fondamentale pour les bactéries PGPR (Kucey et
al., 1989).

Nos isolats ont été testés en présence du sel pour leur capacité de solubilisation du
phosphate. La quantité du phosphate libérée par les isolats bactériens a augmentée avec
I’augmentation du sel jusqu’a un seuil de 400 mM du NaCl. Des résultats similaires ont
montré que la solubilisation du phosphate par les Rhizobactérie s’améliore en présence de 100
mM du NaCl (Kim et al., 1997 ; Kang et al., 2002 ; Silini Cherif et al, 2012) En outre, les
travaux de Banerjee et al., (2010) montrent une meilleure solubilisation du phosphate dans les
concentration 200mM et 250 mM du NaCl respectivement. Cependant, les taux de phosphate
solubilisés ont diminué lorsque la concentration en sel dépasse les 400mM du NaCl. Il est
convenu que les performances des microorganismes solubilisant le phosphate sont affectées

par les conditions environnementales incluant la salinité (Zhu et al., 2011).
3. Effet du stresse salin sur la production de I’acide indole acétique (IAA)

Les différents isolats ont été testés pour leur capacité de production de 1’AIA en milieu
NF additionné de 200mg/I de tryptophane et 1g/l de NH4CI, ils ont été testés sous stress salin
avec des concentrations croissantes du NacCl.

L’apparition de la couleur rose apres addition de réactif de Salkowski au surnageant a

montré que tous les souches isolées ont été capables de produire 1’AIA avec de taux variables.

Des quantités variables de I’AIA ont €té¢ produites sous stress salin par les isolats
bactériens. Ces variations montrent des valeurs allant de 0,703pg/ml a 87,295ug/ml (Tableau
3). Une diminution de taux de production de I’AIA produit par les isolats bactériens a été
observée avec 1I’augmentation des concentrations du NaCl ou les quantités les plus élevées ont
été enregistrées en absence de sel mais reste appréciable a 100 et 200 mM du NaCl. Le taux
de production d’AlIA le plus élevée est de 87,295ug/ml chez la souche Sssuivie par S, (50,531
ug/ml), S, (39,646 ng/ml), S; (36,88 ng/ ml) et S; avec 24,763 pg/ml d’AlA.

Aprés une concentration de 300mM du NaCl, une diminution importante a été

enregistrée pour tous les isolats bactériens (Figure 11).
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L'acide indole-3-acétique (AIA) est considéré comme étant la meilleure auxine
catégorisée trouvé dans les plantes (Singhet al., 2013). 1l est connu pour son influence sur la
croissance végétale en augmentant la disponibilité des nutriments et en influencant le

développement des plantes (Glick, 2010).

Cing Rhizobactéries ont été testés pour I'estimation quantitative de I'AA dans la
présence des concentrations croissantes de sel, Nos résultats suggerent que leurs activités des
est inversement proportionnelle a la concentration de sel car 1l y avait une diminution de la
production de I'AAI avec I’augmentation de la concentration de sel. La production de 1I’AIA
par les Rhizobactéries testées atteint un maximum de 87,295 pug/ml en absence de NaCl. Ces
résultats sont en concordance avec ceux mentionnés par Banerjee et al., (2010) ou il y a une
production de AIA qui diminue rapidement a partir de 300 mM du NaCl et devient trés faible

aux fortes concentrations.

40



Conclusion

Cette étude a visé une évaluation des Rhizobactéries selon quelques activités liées a la
promotion de la croissance des plantes sous stress salin: Celles ayant un role de
biofertilisation telle que la solubilisation des phosphates et celles considérées comme
biostimulatrices principalement productrices de I’ AIA.

Les isolats ont été testés pour leur tolérance au sel, leur capacité de solubiliser le
phosphate et a produire 1’acide indole acétique sous stress salin. Les milieux correspondants
bouillon nutritif, NBRIP et NF sont additionnés de concentrations croissantes du NaCl (de 0
jusqu’a 500mM).

La croissance bactérienne en présence du sel révéle une bonne tolérance jusqu’a
500mM avec des taux éleves entre 200 et 300 mM du NaCl

La solubilisation du phosphate s’exprime mieux entre 100 et 400 mM du NaCl. La
quantité du phosphate solubilisé sous stress salin indique une augmentation progressive de
cette capacité en fonction de la concentration de sel jusqu’a 400Mm, aprés ce seuil la capacité
de solubilisation commence a diminuer.

Le maximum de production d’AIA a été enregistré chez la souche Ssen absence de sel
avec une valeur de 87,295 £ 2,03 pg/ml. Ce taux a diminué graduellement en présence du
NaCl et cette diminution a été observée chez tous les isolats.

L’impact de la nature de I’environnement et les conditions de croissance sur les
performances des souches vis-a-vis des différentes activités influe sur la solubilisation des
phosphates et la production d’AIA pour les cing isolats, I’amélioration de ces activités PGP a
des concentrations de NaCl comprises entre 100 et 400 mM indique clairement le caractere
halophile de ces isolats. Ces constatations laissent supposer 1’utilisation de ces cing souches

in-vivo comme un biofertilisant efficace pour la croissance des plantes dans les zones salines.
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Annexe

Bouillon nutritif (BN) :

PEPIONE . e 10g
Extraitde viande ... 5g
NACl .o, 5¢
Eaudistillee. ... ... 1000ml
pH=7

Gélose nutritif (GN) :

PePIONe .o 109
Extraitde viande. ..o 39
Extraitde levure. ... ..o, 39

NaCl. . e DO

AGAI-A0A5. . et e 189
Baudistillée..... ... ..o, 1000ml
pH=7

1000ml

pH=6,8

Eau physiologigque :

Eau distillée stérile ... 1000ml

Chlorure de sodium NaCl ................coooiiiiiiinini. 99



